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SUMMARY 
 
Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) has recently shown to promote 
fibrosis in a model of nephrotoxic acute renal injury by folic acid. Inflammation is 
a major event associated with fibrogenesis in the damaged kidney. In the present 
Doctoral Thesis, we assessed whether PTHrP might act as a renal pro-
inflammatory factor after unilateral ureteral obstruction in mice, a well 
characterized model of inflammation. To this aim, we used mice overexpressing 
PTHrP specifically in the proximal tubule, as well as normal mice with 
pharmacological modulation of renal PTHrP expression. Furthermore, in vitro 
studies were performed to elucidate the mechanisms implicated in the pro-
inflammatory actions of PTHrP in mouse tubuloepithelial cells and macrophages. 
Our findings demonstrate the critical role of PTHrP on the inflammatory process 
following kidney obstruction in mice. In vitro data indicate that this protein 
increases the expression of several pro-inflammatory factors in tubuloepithelial 
cells, and promotes monocyte/macrophage migration. Moreover, sequential 
activation of extracellular signal-related kinase (ERK) and nuclear factor(NF)-κB 
seems to be an important pathway whereby PTHrP may trigger renal inflammation. 
PTHrP is thus emerging as a new inflammation marker and a putative therapeutic 
target in the obstructed kidney.  
 
 
 
RESUMEN 
 
La proteína relacionada con la parathormona (PTHrP) se ha descrito recientemente 
como un posible factor promotor de la fibrosis en un modelo de nefrotoxicidad por 
ácido fólico. La inflamación es uno de las etapas clave en la fibrogénesis asociada al 
daño renal. En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado el posible papel de la 
PTHrP en el proceso inflamatorio tras la obstrucción ureteral unilateral en el 
ratón, un modelo bien caracterizado de inflamación renal. Para ello, utilizamos 
ratones transgénicos que sobreexpresan la PTHrP de forma constitutiva en las 
células del túbulo proximal, y ratones normales sometidos a modulación 
farmacológica de la expresión de esta proteína. Además, para dilucidar los 
mecanismos implicados en las acciones proinflamatorias de la PTHrP utilizamos 
cultivos de células túbuloepiteliales y macrófagos de ratón in vitro. Nuestros 
resultados demuestran el papel crucial de la PTHrP en el proceso inflamatorio en el 
riñón obstruído de ratón. La PTHrP, posiblemente a través del receptor común para 
PTH/PTHrP tipo 1, incrementa la expresión de varios factores proinflamatorios en 
las células túbuloepiteliales, y promueve la migración de macrófagos. Además, la 
activación del factor nuclear(NF)-κB mediada por extracellular signal-related 
kinase (ERK) parece ser un mecanismo importante a través del cual la PTHrP induce 
sus efectos proinflamatorios en el riñón. Estos hallazgos sugieren que la PTHrP 
podría considerarse como un nuevo marcador de inflamación y/o una diana 
terapéutica en la nefropatía obstructiva.  
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PGs  Prostaglandinas 
PI3K  Inositol trifosfato 
PKA  Proteína quinasa A 
PKC  Proteína quinasa C 
PLC  Fosfolipasa C 
PLCβ2 Fosfolipasa C β2 
PLD  Fosfolipasa D 
PMSF  Fenil metil sulfonil fluoruro 
PTH  Hormona paratiroidea  
PTH1R           Receptor tipo 1 de la hormona paratiroidea 
PTH2R           Receptor tipo 2 de la hormona paratiroidea  
PTHrP  Proteína relacionada con la hormona paratiroidea  
RANTES Corresponde a las siglas: regulated on activation, normal T 
expressed and secreted 
RPMI  Corresponde a las siglas: Rapid Prototyping and 
Manufacturing Institute 
RT-PCR Transcripción reversa - Reacción en cadena de la  
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. La Proteína relacionada con la PTH (PTHrP): Estructura, 
Procesamiento y Acción 
 
La PTHrP fue identificada en la década de los 80, como el agente 
responsable de la hipercalcemia tumoral de origen humoral [31;83]. La 
sobreexpresión de la PTHrP es responsable del incremento tanto de la 
resorción ósea como de la reabsorción tubular renal de calcio en este 
síndrome. 
 
El gen de la PTHrP humana se encuentra localizado en el brazo 
corto del cromosoma 12. Contiene 8 exones y presenta, al menos, 3 
promotores (dos promotores TATA y, entre ambos, uno GC) [83], así 
como  un silenciador en la región 5´. La presencia de estos 3 promotores 
indica la complejidad de la regulación génica de la PTHrP. Así, en ratón 
y en rata aparece solo un promotor TATA y un GC, mientras que la 
región promotora en pollo solo cuenta con una región TATA [83]. El 
procesamiento alternativo en el extremo 3´ genera tres tipos distintos de 
ARNm. Las zonas no traducidas en dicho extremo 3´ presentan múltiples 
copias del motivo AUUUA, que confiere inestabilidad al ARNm (Fig. 1A). 
Este tipo de ARNm codifica factores de crecimiento y citoquinas.  
 
Así pues, la transcripción y traducción del gen de la PTHrP da lugar 
a tres isoformas (Fig. 1B), de 139, 141 y 173 aminoácidos, que se 
diferencian en su extremo C-terminal [108]. Cada una de estas isoformas 
codifica una secuencia N-terminal común en la que se encuentra una 
región homóloga a la PTH entre los aminoácidos 1-13. Aunque la 
secuencia aminoacídica 14-34 es diferente en ambas proteínas, su 
conformación espacial es similar, lo que permite su interacción con el 
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mismo receptor (denominado tipo 1, PTH1R). Del aminoácido 35 al 111, 
la secuencia de la PTHrP está muy conservada en las distintas especies 
(en humanos solo difiere en dos aminoácidos respecto a la de 
roedores). Las secuencias 88-91 y 102-106 son dominios de localización 
nuclear/nucleolar (NLS) similares a los de ciertos factores de 
transcripción de mamífero y virales [1]. La secuencia 141-173 en la PTHrP 
humana no está presente en roedores ni presenta homología con otros 
péptidos conocidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PRE PRO
173
141
139
NLS
1 13
-1-1 3-4 19-34 37 88-91 96-98102-106 139-140Multi-K/R
PRE PRO 1-36 similar 
a la PTH
38 – 94…106 107 - 139 141 - 173
-36
Fig. 1. Esquema del gen de la PTHrP humana y su procesamiento post-traduccional. El 
gen de la PTHrP se localiza en el brazo corto del cromosoma 12 humano. Contiene 8 exones 
y presenta, al menos 3 promotores y un silenciador en la región 5´ (A). La transcripción y 
traducción del gen da lugar a 3 isoformas peptídicas, de 139, 141 y 173 aminoácidos. Cada 
una de estas isoformas codifica una secuencia N-terminal común que contiene la región 
homologa a la PTH. Las secuencias 88-91 y 102- 106 son dominios de localización 
nuclear/nucleolar (NLS). La secuencia 141-173 está presente en humanos pero no en 
roedores. 
A 
B 
TATA TATA
-36 +1 139 173 141
GC
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El procesamiento post-traduccional de la PTHrP deriva de su 
estructura, que contiene: 1) una secuencia con un núcleo de 10 a 15 
aminoácidos hidrofóbicos constituído por leucina, valina, fenilalanina, 
alanina y tirosina (péptido-señal); y 2) múltiples aminoácidos básicos 
organizados en pares, tripletes y cuadripletes, reconocibles por 
proteasas de tipo furina [23;108]. 
 
Como consecuencia, el procesamiento proteolítico de la PTHrP 
genera: 1) un fragmento 1-36 en el extremo N-terminal; 2) un fragmento 
medio cuyo extremo C-terminal podría estar entre los aminoácidos 88-
106, una región rica en residuos multibásicos; y 3) uno (o varios) 
fragmento(s) C-terminal(es) a partir del aminoácido 107.  
 
Un estudio de la región promotora del gen de la PTHrP humana 
revela la existencia de sitios de unión para factores de transcripción 
tales como SP-1, AP-1 y AP-2, Ets; dos regiones homólogas al elemento 
consenso de AMPc (CRE); y seis secuencias idénticas a un sitio de 
respuesta a hormonas esteroideas.  
 
El único receptor clonado para la PTHrP es el PTH1R, común para 
la PTH y la PTHrP (Fig. 2). Este receptor pertenece a la familia de 
receptores con siete dominios transmembrana, acoplado a proteínas G 
[65]. La interacción del fragmento 1-36 de la PTHrP con el PTH1R activa 
las vías adenilato ciclasa (Ac)/proteína quinasa (PK) A y fosfolipasa C 
(PLC)/PKC, a través del acoplamiento a las proteínas Gs y Gq, 
respectivamente [4;32]. El determinante de la activación de AMPc /PKA 
reside en los dos primeros residuos N-terminales de la PTHrP [131]. La vía 
de activación de la PLC, con generación de trifosfato de inositol/Cai2+ 
y/o activación de PKC, es más compleja que la de AMPc/PKA y 
depende de la densidad de receptores en la membrana [37;134]. 
Ambas vías de señalización –específicas según la estirpe celular- 
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parecen confluir en la activación de las proteínas quinasas activadas 
por mitógeno (MAPKs), en algunos tipos celulares [17;94].  
 
Recientemente, se ha clonado un nuevo receptor distinto al 
PTH1R, el PTH2, con afinidad específica para la PTH [139]. Por otra parte, 
existen evidencias de la existencia de receptores para la PTHrP (1-36) y 
para otros dominios de la PTHrP, distintos del PTH1R, en varios tipos 
celulares [105;138;142]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Esquema representativo de posibles vías de señalización acopladas al PTH1R.  
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Actualmente se sabe que la PTHrP se sintetiza en la mayoría de los 
tejidos normales, tanto en la embriogénesis como en la vida adulta, 
donde ejerce acciones auto/paracrinas e incluso intracrinas [85]. 
Algunos de los efectos fisiológicos de la PTHrP que ocurren a través de la 
interacción con el PTH1R incluyen: la regulación del tono del músculo 
liso; la modulación del transporte transepitelial de calcio; y la regulación 
del crecimiento y/o la diferenciación celular y la apoptosis 
[23;107;108;131]. La supresión homocigótica del gen de la PTHrP o del 
PTH1R es letal, indicando que el sistema PTHrP/PTH1R juega un papel 
esencial en la embriogéneis y el desarrollo fetal [65;131]. Sin embargo, 
ratones con supresión del gen de la PTHrP heterocigótica son viables al 
nacer. A los 3 meses de edad, estos animales heterocigotos presentan 
una disminución del volumen óseo y cambios microestructurales del 
esqueleto que indican osteoporosis. La administración diaria de PTHrP (1-
34) a estos ratones mejoró todos los parámetros de la microestructura 
esquelética; indicando el papel central de la PTHrP como factor 
osteogénico [93]. Por otra parte, estudios recientes han demostrado que 
la internalización nuclear de la PTHrP afecta a la proliferación celular o a 
la apoptosis, dependiendo del tipo celular [23;56;138]. Los mecanismos 
asociados a estos efectos intranucleares de la PTHrP son desconocidos. 
En este sentido, la PTHrP es capaz de unirse al ARN, sugiriendo un posible 
papel en el procesamiento del ARN [2]. 
 
 
1.2. El Sistema de la PTHrP y sus Receptores en el Riñón 
 
El estudio del riñón durante el desarrollo embrionario del ratón, ha 
mostrado que existen niveles elevados de ARNm de la PTHrP en el túbulo 
colector, el urotelio de la pelvis, los túbulos y en los elementos inmaduros 
glomerulares [8]. Sin embargo, la expresión génica del PTH1R no 
aumenta durante el desarrollo tubular y glomerular, y es indetectable en 
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el urotelio de la pelvis y en el túbulo colector [8]. Estos hallazgos sugieren 
un papel de la PTHrP en la maduración del riñón, posiblemente a través 
no solo del PTH1R sino de otros receptores aún sin caracterizar. En el 
riñón adulto, la PTHrP se ha identificado en los podocitos glomerulares y 
en las células mesangiales, en el túbulo proximal y distal, en el túbulo 
colector, en el árbol arterial intrarrenal (arteriolas aferentes y eferentes), 
así como en la mácula densa [77;88;147]. La eliminación homocigótica 
del gen de la PTHrP no afecta al desarrollo del riñón en el embrión de 
ratón. Sin embargo, una posible alteración renal en el neonato o en la 
vida adulta no se ha podido explorar en estos animales, ya que, como 
se ha mencionado en el punto anterior, mueren al nacer [66].  
 
En estadios post-natales, el PTH1R (ARNm y proteína) se ha 
identificado en el túbulo proximal, tanto en la parte contorneada como 
recta, en la rama ascendente del asa de Henle, y en el túbulo 
contorneado distal, en ratas y en humanos; coincidente con los lugares 
conocidos de actuación de la PTH en la nefrona [10;72;74;77;123;147]. 
En un principio no fue posible detectar el PTH1R en células mesangiales 
humanas por transferencia Northern o RT-PCR [13;74;77]. Sin embargo, 
en trabajos recientes de nuestro grupo, utilizando las técnicas anteriores 
o el ensayo de protección de ARNasas, observamos su expresión en 
células mesangiales de rata [61]. Posiblemente las técnicas utilizadas 
para analizar la expresión génica del PTH1R fueron poco eficaces para 
la detección de posibles isoformas del PTH1R presentes en las células 
mesangiales humanas [63;64]. Así, este receptor podría mediar los 
efectos mitogénicos de la PTHrP (1-34) observados en las células 
mesangiales [13;130]. El PTH1R se expresa también en la vasculatura 
renal y en el podocito glomerular [10;29;30;72;74;77;89].  
 
Recientemente, se han generado ratones que sobreexpresan 
constitutivamente la PTHrP específicamente en el túbulo proximal 
utilizando un transgén bajo el control del promotor de la γ-
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glutamiltranspeptidasa [36]. Estos animales con sobreexpresión 
constitutiva de PTHrP en el riñón presentan una morfología y función 
renal normales, excepto por una discreta hipofosfatemia, al menos 
hasta los 6 meses de edad [36]. Estos hallazgos indican que, en situación 
fisiológica, la sobreexpresión de la PTHrP en el túbulo proximal no parece 
interferir significativamente con la fisiología renal.  
 
1.2.1 Efectos de la PTHrP en el Sistema Glomérulo-Vascular 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la PTHrP es un potente 
relajante del músculo liso a través del PTH1R [23]. Fritsch y cols. [38] han 
demostrado recientemente que la sobreexpresión sistémica del 
receptor PTH1R provoca una disminución de la presión arterial y el tono 
vascular en ratas adultas. En este mismo sentido, animales transgénicos 
con sobreexpresión de PTHrP o PTH1R en la pared arterial presentan 
hipotensión mediada por NO y por AMPc [79;88;111].  Por el contrario, 
en ratas genéticamente hipertensas se ha demostrado que la 
desregulación del sistema PTHrP/PTH1R en el riñón se asocia al 
incremento de la resistencia vascular renal [145]. 
 
El estrés mecánico y una variedad de factores vasoactivos, como 
la angiotensina (Ang) II, la serotonina y la bradiquidina inducen de 
forma rápida la expresión génica de PTHrP en células de músculo liso 
vascular [23;102;109]. Este efecto de la Ang II ocurre a través de 
mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales. Además, la PTHrP 
parece modular los efectos de la Ang II sobre la proliferación de células 
de músculo liso vascular. Estos hallazgos sugieren que la PTHrP podría 
ejercer una función reguladora sobre los efectos vasoactivos y/o 
promotores del crecimiento de las células de músculo liso vascular 
inducidos por agentes vasoconstrictores como la Ang II [109]. Los datos 
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actuales apoyan pues la hipótesis de que el sistema PTHrP/PTH1R es un 
regulador crucial del tono vascular.  
  
 Existen evidencias que sugieren acciones complejas de la PTHrP en 
el glomérulo, que incluyen: el aumento de la tasa de filtración 
glomerular -por su acción vasodilatadora en la vasculatura pre-
glomerular-; la relajación de las células mesangiales; y la estimulación 
del crecimiento de estas células [13;28;32;87;130].  
 
 Se ha observado que la PTHrP, producida a nivel renal, es capaz 
de aumentar la secreción de renina a través del receptor común con la 
PTH [124]. Así pues, el efecto neto de la PTHrP en el riñón podría 
depender de la relación entre su efecto vasodilatador y un posible 
efecto indirecto sobre la vasoconstricción a través de la estimulación de 
la renina. No obstante, datos recientes señalan que el efecto 
predominante de la PTHrP local sería aumentar el flujo plasmático renal 
y el filtrado glomerular en el riñón normal [23;38].  
  
 Endlich y cols, estudiaron los efectos de la PTHrP sobre el tono 
vascular renal en un modelo de obstrucción renal caracteizado por su 
respuesta hemodinámica con activación del sistema renina-
angiotensina (SRA) y vasoconstricción. En este contexto, observaron que 
el fragmento N-terminal de la PTHrP administrado localmente en el riñón 
obstruído es capaz de inducir la vasodilatación de todos los segmentos 
pre-glomerulares vasculares, incluida la arteria aferente, y un 
incremento del flujo sanguíneo renal [28]. La infusión intrarenal de este 
fragmento directamente en la arteria del riñón izquierdo en la rata 
incrementa el flujo sanguíneo, la tasa de filtración glomerular y el flujo 
de orina en este riñón [87]. Se ha observado también que la PTHrP (1-34) 
ejerce un efecto relajante directo sobre las células mesangiales aisladas 
de riñón humano [13]; un efecto que promovería un incremento del 
coeficiente de ultrafiltración glomerular (Kf) y de la tasa de filtración 
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glomerular. Por tanto, los datos actuales sustentan que la producción 
local de PTHrP podría participar en la regulación del flujo plasmático 
renal y de la filtración glomerular. 
  
 Además de sus efectos vasoactivos, la PTHrP podría tener otras 
acciones en el glomérulo. Soifer y cols. [130] observaron un aumento de 
expresión de PTHrP glomerular (y tubular) durante la fase de 
recuperación tras la isquemia renal en la rata. Este grupo también 
demostró un efecto mitogénico de la PTHrP (1-34) en cultivos de células 
mesangiales de rata; sugiriendo un posible papel de esta proteína en la 
recuperación del riñón tras el daño isquémico [130]. Estos autores 
presentaron la primera evidencia de un posible papel fisiopatológico de 
la PTHrP glomerular. Posteriormente, Bosch y cols. [13] encontraron un 
efecto proliferativo similar de la PTHrP (1-34) en células mesangiales 
humanas. 
 
1.2.2 Efectos de la PTHrP en el Túbulo Renal 
 
En las células tubulares renales, la PTHrP ejerce efectos similares a 
la PTH a través de su interacción con el PTH1R. La PTHrP incrementa la 
reabsorción de calcio en el túbulo distal; mientras que en el túbulo 
proximal, inhibe la reabsorción del fosfato y del bicarbonato, y estimula 
la actividad de la 25-hidroxicolecalciferol 1α-hidroxilasa [23;35;80;108]. 
De hecho, algunas de estas acciones de la PTHrP permitieron su 
caracterización y aislamiento inicial de tumores asociados a 
hipercalcemia [83].  
 
Estudios en las células túbuloepiteliales renales LLC-PK1 
transfectadas de modo estable con el PTH1R muestran una alta afinidad 
de unión -en el rango  nM- del dominio homólogo N-terminal de la PTH y 
la PTHrP, asociado con la acumulación de AMPc y la activación de 
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calcio intracelular/PLC [14;53]; en contraste a lo observado en células 
de músculo liso vascular donde el PTH1R señaliza exclusivamente a 
través de la vía de AMPc [81]. Datos recientes apoyan la hipótesis de 
que tanto la densidad del PTH1R como la eficiencia de su acoplamiento 
a proteínas G condicionan los mecanismos intracelulares asociados a 
una determinada respuesta biológica al dominio N-terminal de la PTHrP 
en células renovasculares [53;81;113;134]. 
 
El PTH1R parece tener un modelo distinto de señalización en 
diferentes segmentos de la nefrona. Así, en el túbulo distal, la absorción 
transcelular de calcio mediada por este receptor implica un aumento 
sostenido de calcio intracelular dependiente de PLD [37]. Sin embargo, 
en el túbulo proximal, la PLC es responsable del pulso de calcio 
intracelular y la activación de PKC inducidos a través del PTH1R [37]. En 
este segmento de la nefrona, tanto la PTH como la PTHrP inhiben el 
intercambio Na+/H+ apical por un mecanismo dependiente de AMPc 
[12;80]. 
 
Por otra parte, la PTHrP ejerce acciones no relacionadas con los 
efectos endocrinos de la PTH en el túbulo renal. Así, esta proteína es 
mitogénica para varias líneas celulares túbuloepiteliales renales, de 
túbulo proximal y distal [15;25;44-46]. En estas células, este efecto 
parece mediado por la estimulación tanto de la Ac como de la PKC 
[44;46]. Recientemente, se han descrito acciones anti-apoptóticas de la 
PTHrP sobre las células túbuloepiteliales y los fibroblastos renales; un 
efecto que parece mediado a través del PTH1R [106;123].  
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1.2.3 La PTHrP en la Fisiopatología Renal 
 
Tras el fracaso renal, las células túbuloepiteliales se ven afectadas 
de un modo dependiente de la severidad del daño y del tiempo de 
exposición al mismo [59;75]. La respuesta proliferativa de las células 
túbuloepiteliales tras el daño renal es importante para la recuperación 
tanto estructural como funcional del riñón. Una variedad de factores de 
crecimiento que actúan de una forma auto/paracrina (p.e., el factor de 
crecimiento epitelial (EGF) y el factor de crecimiento similar a la insulina 
tipo 1) participan en el proceso de reparación del epitelio tubular 
[48;58;59;90;143]. 
 
Los efectos mitogénicos de la PTHrP y su sobreexpresión temprana 
en modelos experimentales de fracaso renal agudo inducido por 
isquemia o nefrotoxinas sugirieron, en un principio, su posible 
participación en el proceso regenerativo renal [123;130]. Sin embargo, 
esta hipótesis se ha puesto en duda en estudios recientes. Así, se ha 
observado que el pre-tratamiento con bloqueantes de la Ang II inhibe la 
sobreexpresión de PTHrP pero no la respuesta hiperplásica tubular en 
ratas con nefrotoxicidad por ácido fólico [107]. Además, la expresión del 
PTH1R está reducida en modelos de fracaso renal agudo o nefropatía 
túbulointersticial por sobrecarga proteica [72;123;130]. Este hecho 
contrasta con el comportamiento del receptor de otro factor 
mitogénico renal bien caracterizado, el EGF, cuya expresión aumenta 
tras el daño renal [90]. Hallazgos recientes sugieren que factores 
independientes de la PTHrP o la Ang II podrían estar implicados en la 
reducción del PTH1R observada en varios modelos de daño renal 
[36;77;77]. Por otra parte, el PTH1R es capaz de translocarse al núcleo de 
las células tubulares renales [144]. Además, utilizando 
inmunohistoquímica, se ha demostrado una intensa inmunotinción 
intranuclear para PTHrP –pero no para el PTH1R- en las células tubulares 
renales de ratones con nefropatía diabética [61]. Actualmente se 
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desconoce la relevancia fisiopatológica de estos mecanismos en la 
acción de la PTHrP en el riñón dañado. De cualquier modo, el 
cuestionamiento de los hipotéticos efectos beneficiosos de la PTHrP en 
el fracaso renal agudo viene apoyado por estudios recientes en ratones 
con sobreexpresión tubular de PTHrP, que demuestran su ineficacia para 
proteger al riñón de la isquemia o del daño inducido por ácido fólico 
[36;106]. Estos hallazgos parecen desechar un papel relevante de la 
PTHrP en los procesos de regeneración tras el fracaso renal agudo.  
 
La sobreexpresión renal de PTHrP también se ha observado en 
otros modelos de nefropatías experimentales. Así, la administración 
crónica de ciclosporina, que induce atrofia tubular y fibrosis intersticial, 
se ha asociado con un incremento de expresión de PTHrP, tanto a nivel 
de ARNm como de proteína, en la corteza renal de rata [47]. Además, 
el ARNm de la PTHrP aumenta progresivamente en la corteza renal 
durante el desarrollo de la proteinuria en un modelo de daño 
túbulointersticial por sobrecarga de albúmina en la rata [72]. Es 
interesante destacar que en este modelo se observó una intensa 
inmunotinción de PTHrP en las células mesangiales del glomérulo, 
asociado al incremento del crecimiento mesangial, la expansión de 
matriz y la proteinuria [72]. Recientemente, se ha observado un 
aumento de los niveles renales del sistema PTHrP/PTH1R, correlacionado 
con la proteinuria, en ratones diabéticos por inyección de 
estreptozotocina [61]. Además, utilizando ratones transgénicos que 
sobreexpresan constitutivamente PTHrP en las células del túbulo 
proximal, se encontró un incremento significativo del índice de 
hipertrofia renal y de la proteinuria con respecto a los animales 
controles. Estos resultados indican que el sistema PTHrP/PTH1R podría 
desempeñar un papel deletéreo en la progresión del daño renal. 
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1.3. Relación entre la Ang II y la PTHrP en el Daño Renal 
 
Es bien conocido el importante papel fisiopatológico que juega el 
SRA en los mecanismos de daño renal [26;54]. Así, actualmente se 
considera al principal agonista de este sistema, la Ang II, como un factor 
de crecimiento capaz de sintetizarse en las células renales y que 
promueve la progresión del daño renal [92;120]. En varios modelos 
experimentales de fracaso renal agudo, como la nefrotoxicidad por 
ácido fólico, la isquemia/repercusión y la obstrucción ureteral unilateral 
(OUU), se ha observado una activación temprana de los componentes 
del SRA, incluida la Ang II [6;20;34;70;76;107;123]. Los antagonistas de la 
Ang II ejercen efectos beneficiosos en la recuperación del daño renal 
en estos modelos  [3;6;34;70;107].  
 
Datos recientes apuntan a la PTHrP como un posible factor 
implicado en los mecanismos de daño renal inducidos por la Ang II. La 
administración exógena de Ang II incrementa, a través de su receptor 
tipo 1 (AT1), la expresión de PTHrP en células glomerulares y tubulares, así 
como en células de músculo liso vascular, tanto in vivo como in vitro 
[77;102;109]. La infusión sistémica de Ang II, a dosis que no indujeron 
cambios en la presión arterial, en ratas produjo daño tubular y fibrosis, 
asociados a la sobreexpresión de PTHrP en el parénquima renal [77]. Por 
otra parte, la recuperación de la función renal por antagonistas de la 
Ang II en el fracaso renal agudo por nefrotóxico se asoció a una 
normalización de la expresión de PTHrP [107].  
 
Como se ha mencionado anteriormente, estas células tienen los 
mecanismos necesarios para sintetizar la Ang II, donde puede actuar de 
forma autocrina, paracrina o, incluso, intracrina [6;24;101;114]. De 
hecho, la interacción de la Ang II intracelular con sus receptores 
nucleares puede incrementar la transcripción génica[39;101]. En este 
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sentido, datos recientes de nuestro grupo demuestran que la inducción 
de la PTHrP por una dosis nefrotóxica de ácido fólico en células 
túbuloepitelilales depende de la relocalización perinuclear del complejo 
Ang II/AT1 [107]. El mecanismo por el cual la Ang II aumenta la 
transcripción de la PTHrP en estas células requiere la fosforilación de ERK 
(quinasa de respuesta extracelular) seguida de la activación del factor 
de transcripción CREB (proteína de unión a elementos de respuesta a 
AMPc) [107]. En conjunto, los datos actuales sugieren que en el  daño 
renal: 1) la Ang II es un factor importante en la sobreexpresión de PTHrP; 
2) la PTHrP podría contribuir a los efectos deletéreos de la Ang (Fig. 3). 
 
 
 
 
Fig. 3. Posible mecanismo por el que la PTHrP podría mediar las acciones de la Ang II. 
MEK = MAP/ERK quinasas 1 y 2; CRE= Elementos de respuesta a AMPc 
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1.4. Inflamación 
 
La inflamación es un proceso tisular constituido por una serie de 
eventos moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente 
a agresiones fisicoquímicas o biológicas. En el proceso inflamatorio 
destaca, en primer lugar, la focalización de la respuesta, que tiende a 
circunscribir la zona reactiva frente al agente agresor. En segundo lugar, 
la respuesta inflamatoria es inmediata y, por tanto, 
preponderantemente inespecífica, aunque puede favorecer el 
desarrollo posterior de una respuesta específica. En tercer lugar, el foco 
inflamatorio atrae a las células inmunes de los tejidos cercanos, lo que 
lleva consigo alteraciones vasculares para favorecer este proceso 
migratorio [43;82;119]. De forma esquemática, se puede dividir la 
inflamación en cinco etapas: 
1-       Síntesis de mediadores. Son moléculas sintetizadas y/o 
liberadas bajo la actuación de determinados estímulos. 
2-       Una vez liberados, estos mediadores producen alteraciones 
vasculares y efectos quimiotácticos que favorecen la llegada de 
células inmunes al foco inflamatorio. 
3-      Llegada de células inmunes al foco inflamatorio. Proceden 
en su mayor parte de la sangre, pero también de las zonas 
circundantes al foco. 
4-       Regulación  del proceso inflamatorio. Como la mayor parte 
de las respuestas inmunes, el proceso inflamatorio integra una 
serie de mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar 
el proceso. 
5-       Reparación. Esta fase está constituida por una serie de 
sucesos que van a determinar la reparación total o parcial de los 
tejidos dañados por el agente agresor o por la propia respuesta 
inflamatoria. Si esta fase no prospera, se pasa a una fase de 
inflamación crónica. 
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1.4.1 Inflamación y Riñón 
  
 Los procesos inflamatorios constituyen una etapa crítica en la 
evolución del daño renal. Así, un exceso de respuesta inflamatoria mal 
resuelta tras el daño inicial, conduce a una fibrosis progresiva y a la 
consecuente pérdida de función renal. Tras el daño, el riñón evoluciona 
a través de diferentes fases hacia un estadio terminal de fibrosis (Fig. 4). 
En la primera fase (de inducción), se comienzan a sobreexpresar 
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias en el tejido renal dañado. 
Esto se correlaciona con la migración de leucocitos circulantes,  
mayoritariamente monocitos/macrófagos y linfocitos T, hacia el 
intersticio renal [98] (Fig. 5). Además, en la zona túbulointerticial 
comienzan a migrar, activarse y proliferar fibroblastos. Esta activación 
fibroblástica se induce tanto por la acción de los leucocitos infiltrados 
como por factores secretados por las células tubulares. La segunda fase 
tras el daño renal se caracteriza por un aumento de síntesis y deposición 
de matriz extracelular y la liberación de citoquinas pro-inflamatorias por  
parte tanto de las células infiltradas como por células residentes en el 
tejido renal.  En la fase final del daño que lleva a la pérdida de la 
función renal, en la que cesan los estímulos inflamatorios primarios, las 
células túbuloepiteliales secretan factores pro-fibrogénicos y continúa la 
proliferación de los fibroblastos activados. 
 
1.4.2. Papel de las Células Túbuloepiteliales en la Inflamación Intersticial 
Renal 
  
 Las células túbuloepiteliales tienen un papel central en el 
desarrollo de la inflamación intersticial en el riñón dañado. Así mismo, 
estas células están expuestas al daño inducido por la presencia de 
proteinuria en las patologías glomerulares. Está bien demostrado que la 
reabsorción de proteínas asociada a la proteinuria produce toxicidad  
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Fig. 4. Esquema de las  fases de progresión del daño renal 
Fase de Progresión
Fallo renal crónico
Persistencia del daño, hipoxia, proteinuria,
Mala filtración
Expresión continuada de quimioquinas
Pérdida de capilares y descenso en el 
flujo sanguíneo de los capilares peritubulares
con declive de la oxigenación
Fase de Amplificación
Disfunción renal
Infiltrado de leucocitos y secreción de quimioquinas y 
mediadores proinflamatorios por fibroblastos, células 
tubulares y leucocitos
Paso de quimioquinas al glomérulo a través de del lumen tubular
y por los vasos eferentes
Proliferación de macrófagos, fibroblastos, células mesangiales
Secreción de matriz extracelular
Daño glomerular
Proteinuria
Fase de Resolución
Función renal normal o estable
Finalización del daño inicial
Mediadores antiinflamatorios,   quimioquinas
Proliferación celular,      apoptosis
Emigración de células inmunes?
Integridad estructural preservada
Recuperación de la función renal
Fase Terminal
Uremia
Fibrosis renal y daño estructural severo
Hipoxia severa
Fase Inicial
Función renal normal
Daño inicial: complejos inmunes, toxinas, estrés mecánico
Liberación de quimioquinas por las células renales
Fijación de las quimioquinas en el endotelio activado
Adhesión de leucocitos
  20
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quimioquinas
Receptor de quimioquinas
Adhesión de 
rodadura
Unión fuerte
al endotelio
Diapédesis Migración
Unión débil, mediada por las selectinas y sus ligandos, de las 
células endoteliales a los leucocitos, que permite que los 
leucocitos rueden por la superficie del endotelio vascular  
Selectinas
Membrana basal
Ácido siálico Lewis-x (s-Lex)
Ligando de integrinasIntegrinas
Fig. 5. Esquema general de los procesos de desplazamiento, fijación, 
diapédesis y migración de los leucocitos que se activan en la inflamación 
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tubular, a la que también contribuyen citoquinas que provienen del 
glomérulo dañado o del torrente circulatorio. Estos estímulos inducen a 
las células túbuloepiteliales a sintetizar y secretar diversas 
citoquinas/quimioquinas, tales como proteínas del complemento, 
endotelina-1, la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP)-1, RANTES 
(Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted), 
osteopontina y moléculas de adhesión implicadas en el infiltrado 
intersticial y en la activación de los fibroblastos (Fig. 6).  
 
 
 
 
 
 
 
Componentes del complemento filtrados a la orina pueden ser 
activados por las células tubulares [11]. En particular, las proteínas del 
complemento C3a y C5a son potentes quimiotácticos de monocitos. 
Además, las células túbuloepiteliales son capaces de sintetizar C3 y C4 
tras ser expuestas a proteínas en su zona apical [136]. La ET-1 es también 
un factor quimiotáctico de monocitos [148].  
Fig. 6  Las células del epitelio tubular tienen un papel clave en la inflamación 
intersticial: estimuladas por proteinuria, citoquinas pro-inflamatorias y estrés mecánico 
responden a su vez con la síntesis y secreción de factores pro-inflamatorios que estimulan 
a leucocitos y fibroblastos. 
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 MCP-1 y RANTES son quimioquinas bien caracterizadas en el daño 
renal. Ambas pueden ser sintetizadas por las células túbuloepiteliales y 
tanto su bloqueo como el de sus receptores reducen el componente 
inflamatorio intersticial, y por tanto mejoran la evolución del daño renal. 
La osteopontina es otro factor que se expresa en las células tubulares y 
contribuye al desarrollo del daño renal. Este factor es una molécula de 
adhesión de matriz extracelular que se describió originariamente en 
hueso. Animales transgénicos deficientes en esta proteína presentan 
menor infiltrado intersticial de macrófagos y deposición de matriz en el 
modelo de OUU [104]. Un aumento en los niveles del ion férrico liberado 
por la transferrina, especialmente en la orina acidificada, incrementa la 
inflamación renal [5]. También el estrés oxidativo mediado por hierro 
puede inducir la expresión de citoquinas pro-fibrogénicas [100], y la 
transferrina por sí misma puede ejercer efectos tóxicos sobre las células 
túbuloepiteliales [19]. Además, un aumento de expresión de las 
moléculas de adhesión ICAM (intracelular adhesión molecule)-1 y 
VCAM (vascular adhesión molecule)-1 precede al infiltrado intersticial 
en el proceso inflamatorio tras el daño renal.    
  
 Las células túbuloepiteliales son también capaces de 
responder a las propias citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias, 
amplificando así la respuesta inflamatoria al daño renal [132].  
 
 
1.4.3 La PTHrP como Citoquina Pro-Inflamatoria 
 
Recientemente se ha sugerido que la PTHrP podría ejercer un 
papel mediador de citoquinas pro-inflamatorias, como el factor de 
necrosis tumoral o ciertas interleuquinas, en algunas patologías 
inflamatorias e inmunes [41]. Así, se ha observado que la PTHrP se 
sobreexpresa en un modelo de endotoxemia y en la artritis reumatoide, 
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asociada a la expresión de TNF-α, IL-1β e IL-6 (citoquinas pro-
inflamatorias bien caracterizadas). La endotoxemia letal por choque 
séptico se caracteriza por hipotensión y fallo multi-orgánico. En este 
contexto, la PTHrP está incrementada tanto en la circulación como en 
los órganos afectados. Su efecto hipotensor así como su relación con 
citoquinas proinflamatorias otorgan a la PTHrP un papel importante en la 
progresión de la inflamación en este modelo de daño. En la artritis 
reumatoide, se ha sugerido que los efectos deletéreos del TNF-α y/o la 
IL-1β en el cartílago dañado podrían estar mediados, al menos en parte, 
por la PTHrP. Además, la expresión de IL-6 inducida por la PTHrP en 
sinoviocitos y osteoblastos podría contribuir a la alteración de la 
resorción ósea en esta patología. Así, la PTHrP podría constituir una 
diana de las terapias anti-inflamatorias en la artritis reumatoide [41]. 
   
Estudios in vitro han demostrado que la PTHrP activa el factor 
nuclear (NF)-κB y la expresión de algunos factores dependientes del NF-
κB, como la IL-6 en distintos tipos celulares [42;52]. Este efecto parece 
implicar tanto la vía de PKA como a la PKC, al menos en células 
osteoblásticas [52]. En un estudio reciente de nuestro grupo, se ha 
observado una colocalización de la PTHrP y el MCP-1 en células 
residentes e inflamatorias en placas de ateroma humanas [60;84;99]. 
Además, en células de músculo liso vascular, la PTHrP es capaz de 
aumentar tanto la actividad de NF-κB como la expresión de MCP-1[84]. 
Recientemente, estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han 
descrito una asociación entre el infiltrado de macrófagos en el intersticio 
renal y la sobreexpresión de PTHrP en ratones con fracaso renal agudo 
inducido por ácido fólico [106;113].  
 
Así pues, teniendo en cuenta la capacidad de la PTHrP como 
inductor de factores pro-inflamatorios, así como sus propiedades 
vasoactivas, la PTHrP podría jugar un papel importante en los 
mecanismos pro-inflamatorios desencadenados tras el daño renal.  
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1.4.4 Angiotensina II e Inflamación 
 
Actualmente se considera a la Ang II no solo como un péptido 
vasoactivo, sino como una citoquina implicada en la regulación del 
crecimiento celular, la inflamación y la fibrosis;  todos ellos, procesos que 
promueven la progresión del daño renal. En los últimos años, una 
diversidad de estudios han demostrado que la Ang II está implicada en 
los principales eventos y etapas del proceso inflamatorio (Fig. 7)[133]. 
Así, la Ang II incrementa la permeabilidad vascular que inicia dicho 
proceso, a través de la liberación de prostaglandinas (PGs) y del factor 
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), y mediante la 
reordenación de proteínas del citoesqueleto [10;110;125]. Además, la 
Ang II contribuye al reclutamiento de células inflamatorias a través de la 
regulación de moléculas de adhesión y quimioquinas en células 
túbuloepiteliales, mesangiales, del endotelio vascular y células de 
músculo liso vascular  [40;67;71;91]. Por otra parte, la Ang II participa en 
la reparación y remodelado tisular modulando el crecimiento celular y 
la síntesis de matriz [26;92]. Los mecanismos moleculares a través de los 
cuales la Ang II ejerce todas estas acciones implican tanto la activación 
de los factores de transcripción NF-κB y AP-1, como a otros factores 
mediadores: endotelina-1, la proteína Rho (de la familia de proteínas G 
pequeñas) y especies reactivas de oxígeno generadas por activación 
de la NAD(P)H oxidasa [34;133;137]. 
 
 
1.5. La Obstrucción Ureteral Unilateral como Modelo de Nefropatía 
Inflamatoria 
 
Los riñones y el tracto urinario constituyen un sistema y, por tanto, el  
proceso obstructivo puede afectarlo en su totalidad. La nefropatía 
obstructiva implica un trastorno en el drenaje de la orina acompañado 
de un aumento de la presión en sistema urinario; responsable de la   
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dilatación –hidronefrosis- del riñón y vías urinarias [95]. Está bien 
establecido que este proceso desencadena una rápida e intensa 
respuesta inflamatoria.  En este sentido, es interesante mencionar que ya 
en 1988 Schreiner y col., utilizando un modelo de nefropatía obstructiva 
experimental,  describieron un rápido infiltrado renal de leucocitos  que 
participan en la fisiopatología del riñón obstruído por medio de la 
producción de sustancias vasoactivas tales como el tromboxano A2 
[126].  
 
Ang II
Permeabilidad 
vascular
Infiltrado de
células inflamatorias
Reparación y 
remodelado tisular
Proteinuria
Resolución Fibrosis
- PGs VEGF
- Reorgacización del citoesqueleto
- Mediadores 
proinflamatorios
- Activación de células 
del sistema inmunes
- Crecimiento celular
- Síntesis de matriz
- Angiogénesis
Fig. 7. La Ang II participa en los principales eventos de la respuesta inflamatoria.
PGs=
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La nefropatía obstructiva puede dar a lugar a cambios 
irreversibles de la estructura renal tales como la fibrosis intersticial, y 
puede presentarse en cualquier época de la vida. En los niños suele 
deberse a trastornos congénitos y se observa hasta en el  2-3 % de las 
autopsias. Por el contrario, en la edad adulta suele deberse a 
enfermedades adquiridas muy diversas entre las que se puede citar la 
litiasis renal. Se presenta hasta en el 4% de las autopsias tanto en 
hombres como en mujeres hasta los 20 años. Entre los 20-60 años la 
incidencia es mayor en mujeres, debido a patologías ginecológicas y el 
embarazo. A partir de la sexta década de la vida es en el hombre 
donde la incidencia es mayor debida frecuentemente a la patología 
prostática [69]. Las consecuencias renales de la obstrucción crónica del 
tracto urinario -tanto unilateral como bilateral- son complejas y suelen 
conllevar el desarrollo de atrofia del parénquima renal, seguido de 
fibrosis, con disminución del número de nefronas, y evolución a la 
pérdida progresiva de la función renal. De hecho,  según el último 
informe de la sociedad española de nefrología (2005), sólo las 
nefropatías congénitas representaron el 2 % de las causas de 
insuficiencia renal crónica en España [18].  
 
Tras la obstrucción ureteral (OU) se produce una respuesta 
hemodinámica (activación del SRA y vasoconstricción) y una respuesta 
inflamatoria intersticial renal [34]. Se ha demostrado la implicación de la 
activación del NF-κB y de las MAPKs, como ERK, en estos procesos. Así, 
tras la OUU, la Ang II activa el NF-κB, que promueve la expresión de 
factores pro-inflamatorios (quimioquinas, citoquinas, moléculas de 
adhesión, etc) [20;93]. El infiltrado de leucocitos al intersticio renal juega 
un papel importante en la progresión del daño renal obstructivo; y su 
control farmacológico reduce en gran medida el daño renal en esta 
situación [7;34]. Tanto la severidad del daño túbulointersticial como el 
grado de infiltrado de leucocitos al intersticio se correlacionan con el 
riesgo de progresión hacia un estadio de daño terminal y la pérdida 
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funcional del riñón obstruído [141]. El resultado final de una nefropatía 
obstructiva severa es una progresiva atrofia tubular y fibrosis intersticial 
con pérdida de nefronas. 
 
Esta secuencia de acontecimientos que se desencadenan tras la 
OUU es común en humanos y ratones, lo que justifica el uso de estos 
roedores como modelo experimental en esta patología 
[21;27;34;104;141]. A pesar de los numerosos estudios clínicos y 
experimentales que han indagado sobre la fisiopatología de la 
nefropatía obstructiva, aún no existen marcadores tempranos de daño 
renal que permitan predecir su evolución, así como el desarrollo de 
dianas terapéuticas específicas en esta patología [22]. 
 
  
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
Considerando los hallazgos descritos, que asocian a la PTHrP con 
la inflamación en diversos sistemas, hipotetizamos la implicación de esta 
proteína en los procesos inflamatorios desencadenados tras el daño 
renal. Para ratificar esta hipótesis, decidimos utilizar como modelo 
experimental in vivo ratones con OUU, normales y transgénicos con 
sobreexpresión constitutiva de la PTHrP en el túbulo proximal. Además, 
planteamos analizar in vitro los posibles mecanismos asociados a las 
acciones pro-inflamatorias de la PTHrP en las células túbuloepiteliales 
renales.  
 
Planteamos los siguientes objetivos específicos: 
 
In vivo.- 
1. Estudiar la evolución del sistema PTHrP/PTH1R tras el daño   
obstructivo. 
2. Evaluar la inflamación asociada a la sobreexpresión de PTHrP en 
el riñón obstruído.  
3. Analizar las consecuencias del bloqueo farmacológico de la 
PTHrP o del PTH1R sobre el proceso inflamatorio desencadenado 
tras la OUU.  
4. Determinar el posible papel de la PTHrP como mediador pro-
ínflamatorio de la Ang II en esta nefropatía experimental. 
 
In vitro.- 
1. Estudiar los mecanismos por los que la PTHrP induce la expresión 
de factores pro-inflamatorios en las células túbuloepiteliales. 
2. Evaluar los efectos de la PTHrP, directos e indirectos a través de 
las células túbuloepiteliales, sobre la migración de macrófagos.
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3. MATERIAL Y METODOS 
 
3.1. Ratones Transgénicos con Sobreexpresión Renal de la PTHrP 
  
Los ratones transgénicos que sobreexpresan la PTHrP en el riñón 
fueron cedidos generosamente por los Dres. A.F. Stewart y A. García 
Ocaña (Dpto. de Endocrinología y Metabolismo, Universidad de 
Pittsburg, EEUU). Se construyeron utilizando el promotor de la γ-
glutamiltranspeptidasa-I (GGT-I) que confiere especificidad en el túbulo 
contorneado proximal. En la construcción del transgénico se incluyó un 
transactivador controlado por tetraciclina, que permite la regulación 
reversible de la expresión génica (Fig. 8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. Esquema de los dos transgenes utilizados para generar ratones con 
sobreexpresión constitutiva de PTHrP en el túbulo proximal. La construcción A contiene 
la secuencia de ADNc del promotor GGT-l, el tTA y el 3´UTR del antígeno del SV-40 T, que 
genera los ratones transgénicos GGT-tTA con la expresión específica de la proteína tTA en 
las células renales del túbulo proximal. La construcción B contiene la secuencia de ADNc de 
un elemento regulador híbrido compuesto por un operador de tetraciclina heptamerizado 
(tetox7) fusionado con un elemento del promotor del citomegalovirus humano (CMV), la 
proteína PTHrP (1-141) humana y el 3´UTR de la hormona de crecimiento humana (hGH), que 
genera los ratones transgénicos Teto-PTHrP. Los ratones hemicigóticos portadores de la 
construcción A se cruzaron con los portadores de la construcción B, y la descendencia que 
presente ambas construcciones tendrá una sobreexpresión constitutiva de la PTHrP 
localizada específicamente en las células del túbulo proximal. El tratamiento continuado de 
estos ratones con doxiciclina bloquea el operador tetoX7 de la construcción B, anulándose 
la sobreexpresión de PTHrP. 
GGT- I
promotor Constitutivo
Tet
Transactivador
(tTA)
SV40 3’UTR
Construcción A
hPTHrP
tetoX7/CMV hGH 3’UTR
Construcción B
X
Doxiciclina
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En primer lugar, se insertó un fragmento de 2,2 Kb perteneciente al 
promotor GGT-I delante de la secuencia que codifica para la proteína 
de fusión transactivadora tet (tTA) que actúa como un activador de la 
transcripción (construcción A). Por otra parte, el ADNc de la PTHrP (1-
141) humana se situó bajo el control de un elemento regulador híbrido 
consistente en un operador sensible a tetraciclina heptamerizado 
(TetoX7) fusionado a un elemento inactivo del promotor del 
citomegalovirus humano, seguido de las secuencias 3´ no traducidas 
del gen de la hormona de crecimiento humana (construcción B). Los 
animales transgénicos se identificaron mediante PCR del ADN aislado 
de la cola del ratón, usando los siguientes cebadores específicos: tTA 
[(5´- AACAACCCGTAAACTCGCC-3´) y (5´-AAATCTTGC CAGCTTTCCC-
3´)], hGH [(5´-CTACGGGGCTCTACTGCTTCAGG-3´) y (5´-GGCACTG 
GAGTGGCAACTTCCAAGG-3´)] y GAPDH [(5´-CGTGGAGTCT ACTGGTGT 
CTTCAGC-3´) y (5´-GATGGCATGGACTGTGGTCATGAGC-3´)], como gen 
constitutivo [123]. Para mantener las líneas de transgénicos, éstos se 
cruzaron con ratones normales Swiss CD-1. Para inducir la expresión de 
PTHrP, los ratones hemicigotos para la construcción B se cruzaron con los 
ratones hemicigotos portadores de la construcción A, generando así los 
ratones hemicigotos dobles transgénicos para GGT-tTA y Teto-PTHrP 
(PTHrP-TG). La sobreexpresión de la PTHrP no indujo cambios 
significativos ni en la morfología  ni en la función renal basales; sólo se 
observó una leve hipofosfatemia, consistente con los efectos fosfatúricos 
de la PTHrP [36]. 
 
 
3.2. Modelo Experimental de OUU 
 
Se utilizaron ratones (hembras y machos) de 25-35 g de peso 
corporal (4-8 meses). Los resultados obtenidos en los animales que 
sobreexpresan constitutivamente la PTHrP (PTHrP-TG) fueron comparados 
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con los animales controles (GGI-1, Teto-PTHrP y CD1) sin sobreexpresión 
constitutiva de PTHrP.  
 
La OUU se llevó a cabo mediante ligadura distal del uréter 
izquierdo, a través de una incisión abdominal, con hilo de seda (3/0) en 
dos puntos separados del uréter, cortando entre los dos puntos para 
prevenir infecciones del tracto urinario (Fig. 9). Los ratones fueron 
sacrificados a diferentes días tras la obstrucción, obteniendo tanto el 
riñón obstruído como el contralateral. Los riñones de los ratones con 
operación simulada, con el uréter manipulado pero no obstruído, 
sirvieron como controles de la obstrucción. Todas las intervenciones 
quirúrgicas se llevaron a cabo bajo anestesia. En algunos casos, 
previamente a la inducción del fracaso renal y durante el período de 
estudio, se administró el análogo [Asn10, Leu11, D-Trp12] PTHrP (7-34) 
amida [PTHrP (7-34)], un bloqueante de PTH1R (35 µg/animal por día) 
(Bachem, Bubendorf, Suiza) por inyección intraperitoneal (i.p.) [87]. En 
otros casos, se administraron bloqueantes de los receptores de la Ang II:  
losartán (un antagonista del receptor AT1) (10 mg/Kg por día , i.p.; MSD, 
España) o PD123319 (un antagonista del receptor AT2) (30 mg/Kg por 
dia, s.c.; Sigma, St. Louis, MO), un día antes de la OUU y diariamente 
durante el período de estudio. La eficacia de estos antagonistas sobre 
el bloqueo del PTH1R o de la Ang II, en su caso, ha sido comprobada 
previamente [34;86;121].  
 
Como ya hemos mencionado en el punto 1, el operador TetoX7 
presente en la construcción B del animal transgénico se inactiva en 
presencia de tetraciclina [68]. Así, sometimos a un grupo de ratones 
PTHrP-TG a un tratamiento con hidrocloruro de doxiciclina, un análogo 
de la tetraciclina (Sigma) (200 μg/ml, en sacarosa al 4%, en el agua de 
bebida) desde una semana previa y durante los 4 días de obstrucción.  
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Se separaron varias porciones tanto del riñón contralateral como 
del obstruído; una porción se fijó en una solución de PFA al 4% para 
análisis morfológico e inmunohistoquímico; otra porción, para el 
aislamiento del ARN total; y el resto del riñón se utilizó para los estudios 
de expresión proteica. También se congeló en nitrógeno líquido una 
pequeña porción de corteza para analizar la actividad de NF-κB (Fig. 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. Procedimiento quirúrgico y obtención de muestras tanto del riñón obstruido 
como contralateral en el modelo de OUU 
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3.3. Histología e Inmunohistoquímica  
 
Las muestras histológicas se deshidrataron con concentraciones 
crecientes de etanol y xilol y, posteriormente, se incluyeron en parafina. 
A continuación se realizaron cortes seriados de 2 µm de espesor que se 
depositaron en portaobjetos tratados con 3-aminopropiltrietoxisilano 
(APES)(Sigma) para aumentar la adherencia de los cortes al 
portaobjetos. Para valorar las alteraciones morfológicas, algunas 
secciones de riñón fueron teñidas con hematoxilina/eosina. Los posibles 
cambios en la matriz extracelular tras el daño renal se analizaron con 
tinción de Masson (Sigma). Para las inmunotinciones, los cortes se 
calentaron a 60ºC durante 2 h, se enfriaron, y se desparafinaron e 
hidrataron mediante baños sucesivos con xilol, etanol absoluto, etanol 
96%, etanol 70% y H2O destilada. Tras la hidratación, los cortes se 
sometieron a dos pulsos (2 min) en el microondas a máxima potencia, 
en una solución de citrato 0,1M, pH 6, para el desenmascaramiento 
antigénico. Después, se bloqueó la peroxidasa endógena con H2O2 al 
3% durante 30 min. Seguidamente, los cortes se incubaron con suero de 
cabra al 1,5% en tampón fosfato salino (PBS) durante 30 min para el 
bloqueo de uniones inespecíficas. En el caso de la inmunotinción para 
el marcador F4/80, el bloqueo se realizó con seroalbúmina bovina (SAB) 
al 8% y suero de cabra al 5% en PBS.   
 
Las inmunotinciones se realizaron, según técnica estandarizada en 
nuestro laboratorio [61;77;84;106;107;123], utilizando los siguientes 
anticuerpos policlonales (dilución en paréntesis): anti-CD3 (1:200; Daco, 
Glostrup, Denmark), anti-PTH1R Ab-IV (1:200; Covance, Berkeley, CA);  o 
el anticuerpo monoclonal anti-antígeno F4/80 de monocito/macrófago 
de ratón (1:50; Serotec, Oxford, RU). Tras toda la noche de incubación a 
4ºC con su correspondiente primario, los cortes se trataron con un 
complejo polimérico de peroxidasa-IgG anti-conejo (Envision+System, 
Dako)(CD3) o IgG anti-ratón o anti-rata (F4/80) biotinilada seguido del 
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complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa (Dako). Algunos cortes se 
incubaron sin anticuerpo primario, como control negativo. Las muestras 
se revelaron con el cromógeno DAB. Como contraste, se realizó tinción 
con hematoxilina. 
 
Las tinciones fueron evaluadas en 5-10 campos, conteniendo al 
menos un glomérulo. El porcentaje del área teñida para Masson se 
evaluó de acuerdo con el siguiente criterio semicuantitativo: 0, tinción 
negativa; 1, 25% de tinción; 2, tinción entre un 25 y 50%;  3, tinción entre 
un 50 y 75%; y 4, por encima del 75%. Las tinciones para F4/80 y CD3 se 
evaluaron contando el número de células intersticiales teñidas por 
campo (x200), y calculando la media para cada animal. En todos los 
casos, el resultado final obtenido fue el valor medio de las evaluaciones. 
 
 
3.4 . Cultivos Celulares 
 
Las células MCT, suministradas  por el Dr. Eric Neilson (Universidad 
de Pensilvania, PA), son células de túbulo proximal de ratón que se 
aislaron utilizando el marcador específico 3M-1 de este tipo celular [55] y 
que posteriormente fueron inmortalizadas. Se ha observado que esta 
línea celular es capaz de generar factores de respuesta inmune y matriz 
extracelular [55;57]. Además, las MCT responden al fragmento N-
terminal común a la PTH y a la PTHrP [46;106] y expresa el PTH1R [61]. 
Estas células fueron cultivadas en RPMI 1640 con SFB al 10%, antibióticos 
(100 IU/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina) y CO2  al 5% a 
37ºC. La línea celular de monocitos/macrófagos RAW 264.7 (ECACC 
91062702) fue generosamente aportada por el Dr. L. Rivas (Centro de 
Investigaciones Biológicas, Madrid). Esta línea celular, que expresa 
receptores para quimioquinas y diversos factores proinflamatorios 
(quimioquinas, TNF e IL-1)[9;103;116], ha sido utilizada previamente para 
estudiar los mecanismos de la inflamación [16;78;127]. Las células RAW 
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264.7 se cultivaron en las mismas condiciones anteriormente 
mencionadas para las células MCT.  
 
Para la realización de los experimentos, las células MCT (70,000 
células/cm2) y las RAW 264.7 (3x106 células/ml) se incubaron en medio 
libre de suero, con o sin PTHrP (1-36), a 0,1-100 nM, durante diferentes 
períodos de tiempo. La PTHrP (1-36) humana fue donada 
generosamente por el Dr. A. F. Stewart. En algunos experimentos, se 
añadieron 1 h antes del estimulo con PTHrP (1-36) diferentes inhibidores: 
PTHrP (7-34)(1μM); diversos inhibidores de NF-κB [Partenolida (Sigma)(25 
µM) y Bay 117082 (Sigma)(25 µM)[128], que previenen la degradación 
de IκB por la inhibición de la fosforilación de IκB, o carbobenzoxi-L-leucil-
L-leucil-L-leucinal (MG-132) (Calbiochem, San Diego, CA) (10 µM), que 
inhibe la actividad del proteosoma]; o el inhibidor de ERK 1/2 U0126 
(Promega, Madison, WI)(25µM).  
 
3.4.1 Inmunofluorescencia 
 
Para analizar los cambios en la localización celular de la 
subunidad p65 del NF-κB, las células MCT subconfluentes, sembradas 
sobre cubreobjetos en placas multipocillo, se estimularon con PTHrP (1-
36) (100 nM) de 15 a 45 min en medio sin suero, con o sin U0126. A 
continuación, se trataron las células con un fijador comercial 
(Merckofix®, MSD). Tras la permeabilización con Tritón X-100 al 0,1% 
durante 20 min, las muestras se bloquearon con BSA al 3% durante 30 
min. Se añadió el anticuerpo anti-p65 (1:75, Santa Cruz) en PBS, con SAB 
al 1% (toda la noche a 4ºC). Posteriormente se incubaron con una IgG 
anti-ratón marcada con FITC (1:200) en PBS con SAB al 1% durante 1 h. 
Para el marcaje de los núcleos se realizó una incubación con yoduro de 
propidio (3 μg/ml) y RNasa A (0,1 mg/ml) en PBS durante 20min. Tras un 
lavado con agua, los cubreobjetos se montaron con Mowiol® sobre 
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portaobjetos, y se analizó la inmunofluorescencia con un microscopio 
confocal Leica DM-IRB. 
 
3.4.2 Migración Celular 
 
Para analizar la actividad quimiotáctica inducida por las MCT, 
primero incubamos estas células con diferentes agonistas durante 12 h. 
Tras este tiempo, retiramos el medio condicionado (1.300 µl) y lo 
depositamos en dos pocillos de una placa P-24. Por otro lado, las células 
RAW 264.7 se sembraron en Transwell (5 μm de poro; Corning, New York, 
NY) a 2x105 células/pocillo (200 µl), depositado en la parte superior de 
cada pocillo de la P-24, y se dejaron migrar durante 24 h (Fig. 10). 
Ensayos preliminares demostraron que este período de tiempo es 
adecuado para analizar los efectos de los agonistas sobre la movilidad 
de estas células.  
 
 
 
 
Fig. 10. Esquema representativo de un ensayo de migración utilizandoTrasnwells 
Transwell
5 µm de poro
Macrófagos RAW 264.7
2x105cel (24h)
Células túbuloepiteliales MCT (          )
Medio condicionado
PTHrP (1-36) (12h)
 ± 
agonistas
(    )
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Para descartar el posible efecto quimiotáctico de la PTHrP 
presente en los medios condicionados de las MCT, tratamos estos 
medios con anticuerpos anti-PTHrP (C13, que reconoce la región N-
terminal, y C6, que reconoce la región C-terminal)(ambos producidos 
en nuestro laboratorio) o PTHrP (7-34). También se trataron estos medios 
condicionados con anticuerpo anti-MCP-1 (1:100)(Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Además, evaluamos el efecto directo 
de la PTHrP (1-36) sobre la migración de macrófagos. En el Transwell 
sembramos células RAW 264.7 a la densidad utilizada anteriormente y 
en el pocillo de la P-24 pusimos medio RPMI con PTHrP (1-36) a diferentes 
concentraciones. Para estudiar la implicación del MCP-1 en la 
migración inducida directamente por PTHrP (1-36) utilizamos el 
anticuerpo neutralizante de esta quimioquina. Las células que migran al 
compartimiento inferior se contaron en un citómetro de flujo FACS 
Calibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). 
 
 
3.5.  Transferencia Western 
 
El tejido renal o los extractos de células renales se 
homogeneizaron en Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 1% Triton 
X-100,  1% deoxicolato sódico,  fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 1 mM, 
aprotinina 0,8 μM, pH 7,5, y la cuantificación de la proteína se realizó 
mediante el método de Bradford (Pierce, Rockford, IL), utilizando SAB 
como estándar. Los extractos proteicos así obtenidos (30-60 μg de 
proteína), fueron separados en geles de poliacrilamida al 12,5% en 
presencia de SDS bajo condiciones reductoras. Las proteínas se 
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transfirieron a membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, RU), que se bloquearon durante 1 h a 37ºC con leche 
desnatada al 5% en Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5 (TBS) con Tween-20 
al 0,05%. A continuación, las membranas se incubaron toda la noche a 
4ºC con los siguientes anticuerpos policlonales de conejo: MCP-1 (Santa 
Cruz Biotechnology)(1:500); PTH1R (Ab-IV; Covance, Berkeley, 
CA)(1:1.000); PTHrP (C6)(1:500)[36;77;106;107], o los anticuerpos anti-ERK 
1/2 y anti-fosfo(p)ERK 1/2 (Thr202/Tyr204)(Cell Signaling Technology; 
Beverly, MA) (1:2.000). Como control de carga se utilizó un anticuerpo 
anti-β actina (1:1.000) o anti-α tubulina (1:10.000)(Santa Cruz 
Biotechnology). Las membranas se incubaron con una IgG anti-conejo o 
anti-ratón conjugadas con peroxidasa. Posteriormente, se reveló por 
quimioluminiscencia (Sistema ECL, GE Healthcare). Las bandas 
correspondientes del fluorograma fueron cuantificadas por 
densitometría mediante el programa Molecular Dynamics Image Quant 
3.3. 
 
 
3.6. Análisis por PCR a Tiempo Real  
 
El ARN total se aisló con Trizol (Invitrogen, Groningen, Holanda), y 
la expresión génica se analizó mediante PCR a tiempo real siguiendo un 
protocolo estandarizado en nuestro laboratorio [34]. Brevemente, 4 µg 
de ARN se sometieron a transcripción inversa, usando oligonucleótidos 
aleatorios y la transcriptasa inversa modificada MMLV (Superscript II, Life 
Technologies, Rockville, MD), durante 2 h a 37ºC, para la obtención del 
ADNc. La PCR a tiempo real se llevó a cabo en un sistema ABI 7500 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) usando una polimerasa activada 
por calor TaqDNA (Amplitaq Gold, Applied Biosystems, Foster City, CA), 
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así como cebadores específicos de ratón para: PTHrP 
(Mm00436057_m1); PTH1R (Mm00441046_m1); MCP-1 (Mm00441242_m1); 
RANTES (Mm01302428_m1); IL-6 (Mm00446190_m1); ICAM-1 (intercellular 
adhesion molecule-1) (Mm00516023_m1); y el receptor de MCP-1, CCR2 
(Mm99999051_gH), y sondas TaqMan MGB correspondientes, obtenidos 
de Assay-by-DesignSM (Applied Biosystems). Después de una incubación 
inicial de 2 min a 50ºC y otros 10 min a 95ºC, las muestras se sometieron 
a 40 ciclos de: 95°C durante 15 s y 60ºC durante 60 s. El ARNr 18S se utilizó 
como gen endógeno amplificado en paralelo a los genes de interés. Los 
resultados se expresaron como niveles de expresión de cada gen de 
interés (una vez normalizados frente a los de la 18S) en cada condición 
experimental, respecto al control correspondiente [2-ΔCt; El ciclo umbral 
(threshold cycle) (Ct) representa el ciclo de PCR en el cual el programa 
del equipo ABI 7500 detecta por primera vez un incremento apreciable 
de la fluorescencia sobre la señal basal. ΔCt = Ct (gen de interés) – Ct 
(control endógeno 18S)].  Todas las determinaciones se realizaron por 
duplicado.  
 
 
3.7. Determinación de la Actividad de NF-κB mediante Ensayo de 
Retardo de Movilidad Electroforética (EMSA) 
  
Para analizar la actividad de NF-κB in vivo, las porciones de riñón 
congeladas se pulverizaron y resuspendieron en: HEPES 20 mM, pH 7,6, 
NaCl 350 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 0,1 mM, ditiotreitol 1mM y PMSF 0,5 mM 
en agitación durante 30 min. Tras centrifugar a 40,000xg durante 30 min 
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a 4ºC, se recogió la fracción soluble. Los extractos celulares obtenidos 
(80 μg de proteína) fueron incubados con el oligonucleótido consenso 
de NF-κB (5´-AGTTGAGGGGACTTTCCCGGC-3´; Promega) marcado con 
[γ-32P]-ATP.  
Para determinar la actividad de NF-κB in vitro, se prepararon 
extractos proteicos nucleares de las células MCT tratadas a diferentes 
tiempos con PTHrP (1-36) 100 nM, en presencia o ausencia de U0126 (25 
μM). Tras la estimulación, las células se centrifugaron a 5.000xg durante 
10 min. El precipitado celular se resuspendió en 100 μl de Tritón al 0,1% 
en PBS y se centrifugó a 3.000xg durante 10 min. El precipitado, que 
corresponde a la fracción nuclear, se lisó con: HEPES 20 mM, pH 7,9, 
NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, PMSF 0,2 mM, aprotinina 1,4 μM, y 
se congeló a -80ºC. Los extractos nucleares (4 μg de proteína) se 
incubaron con 200.000 dpm del oligonucleótido marcado descrito 
anteriormente en Tris-HCl 10 mM (pH 7,9), NaCl 50 mM, MgCl2 1mM, EDTA 
0,5 mM, glicerol al 4% y 1μg de poli (dl-dC), en un volumen final de 15-20 
μl durante 10-15 min a 4ºC. Los complejos de ADN-proteína de las 
muestras in vivo e in vitro se resolvieron en geles de poliacrilamida al 5% 
en tampón de electroforesis Tris-ác. bórico/EDTA (TBE) 0,25x. Los geles se 
secaron y se expusieron a películas radiosensibles. 
 
Como control de especificidad de la reacción, los extractos de 
riñón total (a los 4 días de obstrucción) o los extractos nucleares de las 
MCT [a los 30 min de estimulación con PTHrP (1-36)] se preincubaron con 
un exceso (100 veces) del oligonucleótido del NF-κB sin marcar. Para 
caracterizar las proteínas del complejo NF-κB-ADN, estos extractos 
nucleares se preincubaron durante 1 h a 4°C con 2 µl del anticuerpo 
anti-p65 citado o de un anticuerpo anti-p50 (Santa Cruz Biotechnology). 
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3.8. Análisis Estadístico 
 
Los resultados descritos se han expresado como media ± EEM. El 
efecto de los diferentes factores a lo largo del tiempo en el estudio in 
vivo, y las curvas de tiempo y de dosis-respuesta de la PTHrP (1-36) de los 
tratamientos in vitro, se evaluaron por análisis de varianza seguido de la 
prueba de Dunnett. La prueba de Mann Whitney (comparación no 
paramétrica entre dos muestras) se utilizó para analizar las diferencias 
entre los animales PTHrP-TG y los controles correspondientes, así como el 
efecto de los diferentes antagonistas in vivo. Esta prueba se utilizó 
también para analizar el efecto de los diferentes inhibidores en los 
experimentos in vitro. Se consideró una significación estadística cuando 
p<0,05. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Expresión de PTHrP y su Receptor PTH1R tras la Obstrucción Ureteral 
Unilateral 
 
Como se ha descrito en la literatura, tras el daño isquémico o 
daño renal agudo por nefrotoxicidad, la sobreexpressión de PTHrP se 
acompaña de una disminución de los niveles de PTH1R [41;77;106]. En 
este estudio, utilizando unos cebadores específicos de la PTHrP de ratón, 
encontramos que la expresión génica de la PTHrP endógena se 
incrementa de forma similar y significativa en los riñones obstruídos tanto 
de los ratones control como PTHrP-TG entre los 2- 6 días (Fig. 11A). Hay 
que tener en cuenta que la PTHrP que se sobreexpresa 
constitutivamente en estos últimos ratones proviene del transgén 
humano y, por tanto, el ARNm que codifica no es detectable por los 
cebadores, específicos de ratón, utilizados.  A nivel proteico, utilizando 
un anticuerpo que reconoce tanto la PTHrP de ratón como humana, 
también se observa un aumento de PTHrP tras la obstrucción, pero en 
este caso, dicho aumento es superior en los animales transgénicos (Fig. 
11B) [106]. Con respecto a los niveles de PTH1R, no encontramos 
variaciones ni a nivel de ARNm (Fig. 11A) ni de proteína (Fig. 11B), en los 
riñones obstruídos de ambos tipos de ratones estudiados. Teniendo en 
cuenta las variaciones de PTH1R que se han observado en otros 
modelos de daño renal [36;61;72;106;107], decidimos confirmar este 
resultado mediante inmunohistoquímica. Con esta técnica pudimos 
apreciar una inmunotinción positiva para PTH1R tubular, tanto 
basolateral (flechas) como en el borde en cepillo (cabezas de flecha) 
(Fig. 12), inalterada tras la OUU, en ambos tipos de ratones. 
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Fig.11. Evolución de la expresión de PTHrP y PTH1R en el riñón obstruído de ratón. La 
expresión génica de PTHrP y PTH1R (A) se evaluó mediante PCR a tiempo real, utilizando 
cebadores específicos de ratón (r), tanto en los riñones con operación simulada (sham) como en 
riñones con 2-6 días de obstrucción, obtenidos de ratones controles y ratones con 
sobreexpresión constitutiva de la PTHrP humana (PTHrP-TG). No se observaron diferencias en 
la sobreexpresión génica endógena de la PTHrP entre los dos tipos de ratones tras la OUU. Por 
otro lado, la expresión proteica de PTHrP y PTH1R (B) se determinó, en estos mismos animales, 
por transferencia western con anticuerpos que reconocen la PTHrP y PTH1R tanto de ratón 
como humana. Se puede observar como los animales PTHrP-TG tienen niveles proteicos basales 
superiores a los de los animales controles, y dicha diferencia se mantiene a lo largo del período 
de estudio. Con respecto al PTH1R, no se observaron diferencias entre ambos tipos de ratones, 
tanto a nivel génico como proteico. Se muestran geles representativos de la expresión proteica 
de PTHrP y PTH1R, utilizando como control de carga la α-actina. Los valores experimentales son 
la media ± EEM de 4-6 ratones por grupo y por cada período de tiempo. *p<0,01 vs valor de los 
ratones controles correspondientes; ap<0,01 vs valor Sham correspondiente. U.A.= Unidades 
arbitrarias. 
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4.2. Estudio Morfológico del Riñón Obstruído 
 
En este estudio, coherente con trabajos previos [36;106], no 
observamos diferencias histomorfológicas entre los animales control  y 
los PTHrP-TG en condiciones basales. No obstante, las tinciones de  
hematoxilina/eosina y Masson a diferentes tiempos de la obstrucción 
mostraron que los ratones con sobreexpresión de  PTHrP presentaron   un 
significativo incremento de la atrofia y fibrosis túbulointersticial 
acompañado de mayor daño del epitelio tubular (Fig. 13). 
Fig. 12. Inmunotinción de PTH1R en el riñón de ratón. Inmunohistoquímica de PTH1R en 
riñones representativos de animales controles y PTHrP-TG, sometidos a operación simulada 
(Sham) u OUU, a 4 días (ampliación original x400). No se observaron cambios en los niveles 
de PTH1R ni con la obstrucción ni entre ambos tipos de animales. Se puede apreciar una 
tinción positiva para el PTH1R basolateral (flechas) y en el borde en cepillo (cabezas de 
flecha) de las células tubulares. 
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4.3. La Respuesta de las Células Inflamatorias Intersticiales Renales está 
Relacionada con la Sobreexpresión de PTHrP tras la Obstrucción Ureteral 
Unilateral 
 
En condiciones basales, tanto los ratones controles como los 
PTHrP-TG mostraron un número reducido de monocitos/macrófagos y 
linfocitos T (detectados por inmunotinción con F4/80 y CD3, 
respectivamente) en el intersticio renal. Sin embargo, a 4-6 días tras la 
obstrucción, observamos un gran incremento del infiltrado de 
Fig. 13. Estudio de los cambios en la histomorfología renal tras la OUU en ratones. En 
los paneles superiores se muestran tinciones de hematoxilina/eosina (izquierda) y Masson 
(derecha) a 4 días tras la obstrucción en ratones controles y PTHrP-TG. Las gráficas 
inferiores representan la evolución de la fibrosis intersticial y de la atrofia tubular hasta 6 
días en los riñones obstruidos de animales controles y PTHrP-TG. Los valores de la 
cuantificación de la tinción de Masson son la media ± EEM de 4-6 animales por grupo y 
condición. *p<0,01 vs valor correspondiente de los animales controles. ap<0,01 vs valor del 
sham correspondiente. N.D.= no detectado. 
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macrófagos en el  intersticio renal en ambos tipos de ratones, siendo 
mayor en los animales PTHrP-TG (Fig. 14A). Además, el número de 
linfocitos T intersticiales también fue mayor en los animales PTHrP-TG ya a 
los 2 días tras la OUU, alcanzando valores similares en ambos tipos de 
animales al día 6 (Fig. 14B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14. Evolución del infiltrado de leucocitos en el riñón obstruido de animales 
controles y PTHrP-TG. En los paneles superiores se muestran fotografías representativas 
de la inmunotinción para F4/80 (a los 4 días de obstrucción) (izquierda) y CD3 (a los 2 días 
de obstrucción) (derecha) en cortes de riñón de ratones controles y PTHrP-TG 
(magnificación original, x200). En las gráficas inferiores se puede observar la evolución de 
la tinción para F4/80 (izquierda) y CD3 (derecha) hasta 6 días de obstrucción. Los valores 
de la cuantificación de células positivas son la media ± EEM de 4-6 animales por grupo y por 
tiempo. *p<0,01 vs valor control correspondiente. ap<0,01 vs valor sham correspondiente. 
Contra = Riñón contralateral. 
 
F4
/8
0
(+
) c
él
ua
s/
ca
m
po
4d 6dSham 2d
0
50
100
150
200
250
300
a
* *
Contra
OUU
0
40
80
120
160
200
CD
3 
(+
) c
él
ul
as
/c
am
po
a
2d 4d 6dSham
*
Contra
OUU
Control PTHrP-TG
PTHrP-TG
Control
Control PTHrP-TG
A B
*
F4
/8
0
(+
) c
él
ua
s/
ca
m
po
CD
3 
(+
) c
él
ul
as
/c
am
po
  56
4.4. La Sobreexpresión de PTHrP en el Riñón Obstruído de Ratón se 
Asocia con un Incremento tanto de la Activación de NF-κB como de la 
Expresión de Citoquinas y Quimioquinas Proinflamatorias  
 
Se sabe que NF-κB tiene un papel central en la respuesta 
inflamatoria tras la OUU como mediador de la sobreexpresión de 
citoquinas y quimioquinas proinflamatorias [34;97]. En el presente 
estudio, los niveles de activación de NF-κB fueron similares en los riñones 
no obstruídos, tanto en los animales PTHrP-TG como en sus controles. Sin 
embargo, a los 4 días tras la OUU, encontramos niveles elevados de esta 
actividad en los extractos de los riñones obstruídos de ambos tipos de 
ratones, siendo mayores en los PTHrP-TG. No se apreciaron diferencias 
significativas en los niveles de activación de NF-κB en los riñones 
contralaterales de ambos tipos de ratones  (Fig. 15).  
 
Es conocido que tras la OUU se desencadenan una serie de 
acontecimientos que llevan a la sobreexpresión de citoquinas y 
quimioquinas proinflamatorias, así como de moléculas de adhesión, que 
favorecen el infiltrado de células inflamatorias en el riñón obstruído [141]. 
En el presente estudio, observamos una mayor expresión renal de MCP-1 
(a nivel proteico) y de su receptor CCR2, así como de RANTES e IL-6 (a 
nivel génico) en riñones no obstruídos de los ratones PTHrP-TG en 
relación a la de los animales controles (Fig. 16). Tras la obstrucción se 
observó un incremento progresivo del ARNm de CCR2 y de RANTES, así 
como de los niveles de proteína de MCP-1 en ambos tipos de ratones en 
el período de estudio, siendo estos niveles superiores en los PTHrP-TG con 
respecto a los de los animales controles (Fig. 16, A-C). Además, 
observamos que los niveles de ICAM-1 alcanzaron un máximo a 2 días, 
manteniéndose dicho valor en los animales transgénicos y decayendo 
en los controles a lo largo del período de estudio (Fig. 16D). Por otra 
parte, encontramos un incremento rápido y transitorio de la expresión 
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génica de IL-6 tras la OUU, siendo ese incremento más acusado en los 
ratones PTHrP-TG (Fig. 16E).  
 
Fig. 15. Cambios en la activación de NF-κB en el riñón obstruido de ratones 
controles y PTHrP-TG. La activación de NF-κB se determinó por EMSA en extractos 
de riñón total de ambos tipos de ratones sometidos a OUU durante 4 días, utilizando 
como control de activación animales con operación simulada (sham). Se muestra un gel de 
EMSA representativo (panel superior). Los valores densitométricos son la media ± EEM 
de 4 animales por grupo (panel inferior). ap<0,01 vs valor del sham o del riñón 
contralateral correspondiente. *p<0,01 vs valor control correspondiente. U.A. = Unidades 
arbitrarias; Contra = Riñón contralateral. 
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Fig. 16. Cambios en diversos factores 
proinflamatorios en el riñón obstruido de 
animales controles y PTHrP-TG. Expresión 
proteica de MCP-1 (por transferencia 
western; se muestra un autoradiograma
representativo) (A), y expresión génica de 
CCR2 (B) RANTES (C), ICAM-1 (D) e IL-6 (E) 
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y en los animales Sham. Los valores 
experimentales son la media ± EEM de 4-6 
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*p<0,01;**p<0,05 vs valor control  
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4.5. La Modulación Farmacológica de PTHrP Reduce el Componente 
Inflamatorio en el Riñón Obstruído de Ratón  
 
En los animales PTHrP-TG, la sobreexpresión de PTHrP está 
supeditada a la transactivación del operador tetoX7 y esa 
transactivación puede ser bloqueada con doxiciclina, como se ha 
explicado en el apartado 1 de la introducción.  Así pues, tratamos a un 
grupo de animales PTHrP-TG con este antibiótico, a una dosis efectiva  
(200 μg/ml) para el bloqueo del promotor constitutivo que regula la 
sobreexpresión de la PTHrP [68;106]. Al anular esta sobreexpresión con 
este tratamiento, observamos una reducción de los niveles de PTHrP en 
el animal PTHrP-TG hasta los de los ratones controles (datos no 
mostrados) [36;106]. Además, esta disminución de PTHrP en los animales 
PTHrP-TG causada por la doxicliclina se acompañó de una bajada de 
actividad del factor NF-κB (Fig. 17A) y de la expresión génica de CCR2, 
RANTES e ICAM-1 (Fig. 17B), hasta valores similares a los de los animales 
controles tras 4 días de obstrucción.  
 
Por otra parte, quisimos determinar los efectos del bloqueo de la 
PTHrP en la inflamación renal de los animales controles tras la OUU. Para 
ello, tratamos estos ratones con el péptido PTHrP (7-34) –un bloqueante 
del PTH1R [86;87;106]- desde un día antes de la operación y 
continuando con el tratamiento durante los 4 días de obstrucción. Este 
tratamiento produjo una disminución significativa en el número de 
monocitos/macrófagos y de linfocitos T intersticiales en el riñón obstruído 
respecto a los de los ratones no tratados (Fig. 18A). Esta disminución se 
asoció a unos menores niveles de las quimioquinas MCP-1 y RANTES en el 
riñón obstruído de los animales tratados (Fig. 18B). 
 
Se ha descrito previamente que el losartán, un bloqueante del 
receptor AT1 de la Ang II inhibe la sobreexpresión de PTHrP inducida por  
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Figure 17A. Normalización de los niveles de factores proinflamatorios en los animales 
PTHrP-TG tratados con doxiciclina. (A) La activación de NF-κB se determinó por EMSA a 
partir de extractos de riñón total de ambos tipos de ratones sometidos a OUU durante 4 
días u operación simulada (sham). Se muestra un gel de EMSA representativo (panel 
superior). Como control de especificidad, extractos celulares se preincubaron con un 
exceso de oligonucleótido de NF-κB no marcado durante 10 min a 4ºC antes de añadir el 
marcado. Los valores densitométricos son la media ± EEM de 4 animales por cada grupo 
(panel inferior). ap<0,01 vs valor sham o contralateral correspondiente. *p<0,01 vs valor 
control correspondiente y tratado con doxiciclina. U.A. = Unidades arbitrarias. Doxi = 
Doxiciclina 
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Fig. 17B. Normalización de los niveles de factores proinflamatorios en los animales PTHrP-
TG tratados con doxiciclina. Mediante PCR a tiempo real se determinaron las variaciones de 
expresión de factores proinflamatorios en animales PTHrP-TG tratados con doxiciclina. 
Observamos que este tratamiento reduce los niveles de CCR2 (izquierda), RANTES (derecha) e 
ICAM-1 (centro) en el riñón obstruído de los ratones PTHrP-TG hasta equipararse a los de los 
controles correspondientes. Los valores experimentales son la media ± EEM de 4-6 ratones por 
grupo. *p<0,01 vs  valor control correspondiente; ap<0,01vs Sham correspondiente; bp<0,01 vs 
PTHrP-TG sin doxiciclina. U.A. = Unidades arbitrarias. 
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Fig. 18. Efecto del tratamiento con un antagonista del PTH1R sobre el proceso 
inflamatorio en el riñón obstruido de ratones controles. Se evaluaron tanto el número de 
macrófagos (identificados por células F4/80 positivas) y el de linfocitos T (identificados por 
células positivas de CD3) intersticiales (A), así como la expresión proteica del MCP-1 (por 
transferencia western; se muestra un autoradiograma representativo) y la expresión génica de 
RANTES (por PCR a tiempo real) (B) en el riñón obstruído de ratones controles con y sin 
tratamiento con el antagonista PTHrP (7-34), a 4 días de OUU. Los valores experimentales son 
la media ± EEM de al menos 4 animales por grupo. ap<0,01 vs valor sham. *p<0,01;**0,05 vs riñón 
obstruido sin tratamiento ( - ). U.A. = Unidades arbitrarias. 
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la Ang II en el riñón de rata [77;107]. En este estudio, encontramos que 
este antagonista, en contraste con el antagonista del AT2 PD123319, 
previno la sobreexpresión de PTHrP  en los riñones obstruídos de los 
ratones controles (Fig. 19A). El tratamiento combinado de ambos 
antagonistas tuvo los mismos efectos que el tratamiento solo con 
losartán.  De forma coherente con estudios publicados previamente 
[34], el losartán disminuyó significativamente la respuesta inflamatoria – 
evaluada por contaje de células positivas para F4/80 y por la expresión 
proteica de MCP-1- tras el OUU en los ratones controles (Fig. 19, B y C).  
 
Hay que destacar, sin embargo, que en los animales PTHrP-TG el 
tratamiento con el losartán no fue tan efectivo en esta reducción de la 
inflamación en el riñón obstruído. Así, observamos una menor 
atenuación del número de macrófagos intersticiales en los ratones 
PTHrP-TG, en comparación con la de los ratones controles tras el 
tratamiento con losartán (Fig. 19B). Además, no hubo diferencias 
significativas entre los niveles de MCP-1 en los riñones obstruídos de los 
animales PTHrP-TG tratados  y no tratados con losartán (Fig. 19C). 
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Fig. 19. Efecto de antagonistas de la Ang II sobre la expresión de PTHrP y las 
alteraciones inflamatorias en los riñones obstruidos de ratones controles y PTHrP-TG. 
(A) Expresión génica de la PTHrP endógena en el riñón obstruido de ratones controles (por 
PCR a tiempo real) con o sin tratamiento con antagonistas del receptor AT1 (losartán), AT2 
(PD123319), o ambos, a los 2 días de OUU. Tanto en los animales controles como en los 
PTHrP-TG, con o sin tratamiento con losartán, se evaluaron el número de macrófagos 
intersticiales (identificados por inmunotinción con F4/80) (B) y los niveles proteicos de 
MCP-1 (se muestra un autoradiograma representativo) (C). Los valores experimentales son la 
media ± EEM de al menos 4 animales por grupo y condición experimental. ap<0,01 vs sham 
correspondiente. *p<0,01 vs riñón obstruido sin tratamiento. U.A. = Unidades arbitrarias. 
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4.6. Papel de la Activación de NF-κB y de las Quinasas Reguladoras de 
Señales Extracelulares (ERK) en los Mecanismos Pro-inflamatorios 
Inducidos por la PTHrP en  Células Túbuloepiteliales de Ratón  
 
Las células tubulares son capaces de producir citoquinas y 
quimioquinas proinflamatorias que promueven el infiltrado de leucocitos 
tras el daño renal [20]. Por ello, para estudiar más a fondo los 
mecanismos implicados en la progresión de la inflamación renal 
asociada a la sobreexpresión de PTHrP en el riñón obstruído, realizamos 
una serie de experimentos in vitro utilizando cultivos de células 
túbuloepiteliales de ratón MCT. Para el estudio de la influencia de la 
PTHrP sobre la activación de NF-κB utilizamos en primera instancia la 
técnica de microscopía confocal. Pudimos observar que, en estas 
células, la PTHrP (1-36), de forma dependiente de la dosis, induce la 
translocación de la subunidad activadora del NF-κB p65 del citoplasma 
al núcleo a los 30 min (Fig. 20, A y B respectivamente). Para corroborar la 
asociación de esta translocación con la activación del NF-κB, utilizamos 
la tecnica de EMSA, usando extractos nucleares de células MCT 
tratadas con PTHrP (1-36) (100 nM) a diferentes tiempos. Con esta 
técnica pudimos observar una mayor afinidad de NF-κB por el ADN a los 
20-30 min tras la estimulación con la PTHrP (1-36) (Fig. 21A). En ambos 
tipos de experiencias (confocal y EMSA) se pretrataron células MCT con 
un inhibidor de la activación de ERK, U0126, 1h antes de añadir la PTHrP 
(1-36). Este pretratamiento inhibió tanto la translocación de p65 al 
núcleo como la activación de NF-κB observada por EMSA (Fig. 20A y 
21A). Estos resultados sugieren  que la activación de  NF-κB inducida por 
la PTHrP (1-36) podría estar mediada por ERK. En este sentido, utilizando 
transferencia Western, observamos que la PTHrP (1-36) es capaz de 
inducir  la fosforilación de ERK de forma rápida (5 min) y transitoria en las 
células MCT (Fig. 21B). 
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Fig. 20. La PTHrP (1-36) induce la translocación de la subunidad p65 de NF-κB al núcleo 
en células túbuloepiteliales de ratón. (A) Las células MCT, sembradas de placas multipocillo y 
depletadas de suero, se trataron o no con PTHrP (1-36)(100nM) durante diferentes periodos de 
tiempo. En una de las condiciones, a parte del tratamiento con PTHrP, las células se pretrataron 
con U0126 (inhibidor de la fosforilación de ERK) 1h previa a la estimulación con PTHrP. (B) Otro 
grupo de MCT se trató con diferentes dosis de PTHrP (1-36) mantenidas durante 30min. La 
inmunofluorescencia se realizó con una doble tinción, para los núcleos [con ioduro de propídeo 
(IP); rojo] y para la detección de la p65 se utilizó una IgG específica marcada con isotiocianato 
de fluoresceína (verde). La superposición de ambas imágenes, rojo y verde, produce un tono 
anaranjado en los lugares de colocalización en la MCT, denotando la presencia de una intensa 
fluorescencia de p65 en el núcleo de las células tratadas con PTHrP (1-36) durante 30min. El 
pretratamiento de las MCT con el U0126 (25µM) inhibió los efectos de la PTHrP (1-36) (A).  Las 
imágenes mostradas, representativas de 3 experimentos independientes, se obtuvieron mediante 
la técnica de confocal.   
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Fig. 21A. Activación de NF-κB y ERK inducida por la PTHrP (1-36) en las células 
túbuloepiteliales MCT. Mediante la técnica de EMSA observamos que la PTHrP (1-36), a 
100nM, indujo la activación de NF-κB alcanzando su máximo entre 20 y 30 min. Cuando las 
células se pretrataron con el inhibidor de ERK, U0126, la PTHrP no era capaz de activar 
NF-κB. Se utilizaron como control de banda extractos nucleares, de células estimuladas con 
PTHrP durante 30min, tratados con anticuerpos anti-p65 y anti-p50, observándose en 
ambos casos una disminución en la intensidad de la banda. El último carril corresponde a 
extractos nucleares de células estimuladas con PTHrP durante 30min que han sido 
incubadas con un exceso de oligo frío, dando como consecuencia una reducción en la 
intensidad de la banda correspondiente a NF-κB. Los valores experimentales son la media ± 
EEM de 3 experimentos independientes y en duplicado. *p<0.01 vs valor basal. ap<0.01; 
bp<0.05 vs valor correspondiente a PTHrP (1-36) 20-30 min. U.A. = Unidades arbitrarias. 
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Observamos que la PTHrP (1-36), en el mismo rango de 
concentración y período de tiempo que acabamos de mencionar, 
también induce la sobreexpresión de MCP-1 y RANTES en las células 
MCT. Así, encontramos que la PTHrP (1-36) (100 nM) induce la expresión 
de MCP-1 y RANTES, con un máximo entre 30 min y 1h de estimulación 
(Fig. 22A y B). La inducción de estas dos quimioquinas depende de la 
dosis de este péptido, encontrando su máximo efecto a 100 nM (Fig. 
22A  y B). El antagonista PTHrP (7-34), a 1 µM, inhibió este efecto de la 
PTHrP (1-36) sobre la estimulación de MCP-1 y RANTES (Fig. 22A y B).  
 
Fig. 21B. Activación de NF-κB y ERK inducida por la PTHrP (1-36) en las células 
túbuloepiteliales MCT. La PTHrP (1-36) indujo la fosforilación de ERK de forma rápida 
(5min) y transitoria. La forma fosforilada de ERK se detecto por transferencia western 
utilizándose como control el ERK total. Los valores experimentales son la media ± EEM de 3 
experimentos independientes y en duplicado. *p<0.01 vs valor basal. ap<0.01; bp<0.05 vs valor 
correspondiente a PTHrP (1-36) 20-30 min. cp<0.01 vs valor correspondiente a PTHrP (1-36) 
5 min.  
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Fig. 22. La PTHrP (1-36) es capaz de inducir, de forma transitoria y dependiente de 
la dosis, la expresión génica de MCP-1 y RANTES en células túbuloepiteliales MCT. 
Los niveles de expresión génica de MCP-1 (A) y RANTES (B) se evaluaron por PCR a tiempo 
real. En las gráficas de la izquierda se muestran los cambios con respecto al tiempo en 
niveles de  ARNm de MCP-1 (A) y RANTES (B) tras la estimulación con PTHrP (1-36) (a 
100nM). En algunos experimentos, las células se pretrataron con PTHrP (7-34) (1 µM) 1 h 
previa a la adición de la PTHrP (1-36) (A y B). En las gráficas de la derecha se muestra la 
variación de expresión de MCP-1 (A) y RANTES (B) dependiente de la dosis utilizada de 
PTHrP a 1 hora estimulación. Los valores experimentales son la media ± EEM de 3 
experimentos independientes y en duplicado. *p<0,01; **0,05 vs valor basal. ap<0,01; b0,05 
vs valor  PTHrP (1-36) 10 nM. U.A. = Unidades arbitrarias.  
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Teniendo en cuenta estos resultados, nos planteamos ratificar el 
papel tanto de ERK como del factor de transcripción NF-κB como 
mediadores de los efectos de la PTHrP (1-36) sobre la expresión de varios 
factores proinflamatorios en las células túbuloepiteliales. Para ello, 
sometimos a estas células a un pretratamiento con varios inhibidores de 
NF-κB (partenolide, MG-132 o Bay 117082) y ERK (U0126) 1h antes de 
estimularlas con la PTHrP (1-36). Observamos que en todos los casos, el 
pretratamiento redujo significativamente el efecto estimulador de la  
PTHrP (1-36) sobre la expresión de MCP-1 y de RANTES, y abolió la 
sobreexpresión de CCR2 y de IL-6, en las células MCT (Fig. 23).  
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Figure 23. Efecto de los diferentes inhibidores de la expresión de factores 
proinflamatorios inducidos por PTHrP (1-36) en células MCT. Las células se trataron con  
PTHrP (1-36) (100 nM) durante 1 h. Los niveles de ARNm de MCP-1 (A), RANTES (B), así como 
de IL-6 y CCR2 (C) se evaluaron por PCR a tiempo real. Los diferentes inhibidores de NFκB 
[MG-132 (10 μM), Bay 11-7082 (25μM) y partenolide (25 μM)], el inhibidor de ERK U0126 (25 
μM), o PTHrP (7-34) (1 μM), se añadió 1 h antes de añadir el péptido PTHrP (1-36). Los valores 
experimentales son la media ± EEM de 3 experimentos independientes y en duplicado. ap<0,01 
vs valor basal. *p<0,01 vs valor de tratados con PTHrP (1-36) sin inhibidores. U.A. = Unidades 
arbitrarias. 
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4.7. LA PTHRP (1-36) ESTIMULA LA MIGRACIÓN DE MACRÓFAGOS DE 
RATÓN RAW 264.7 DIRECTA O INDIRECTAMENTE A TRAVÉS DE LAS CÉLULAS 
TÚBULOEPITELIALES 
 
Para estudiar la actividad pro-inflamatoria inducida por la PTHrP 
(1-36) a través de su interacción con las células túbuloepiteliales, 
utilizamos medios condicionados (MC) por las células MCT durante 24 h. 
Observamos que estos medios condicionados tras el tratamiento de las 
células MCT con PTHrP (1-36) (MC-PTHrP) inducen significativamente la 
movilidad de las células Raw 264.7 (Fig. 24A).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 24A. La PTHrP (1-36) induce la migracion de las células Raw 264.7 in vitro. Las 
células MCT, depletadas de suero, se expusieron o no a PTHrP (1-36) (100 nM) en presencia 
o no de diferentes inhibidores durante 12h. De los medios condicionados (MC) resultantes 
de los tratamientos anteriores se testó su actividad quimiotáctica sobre las células RAW 
264.7, según se ha descrito en el texto. Observándose como los medios condicionados con 
PTHrP (1-36) tenian un claro efecto quimiotáctico sobre las células RAW264.7 que se 
inhibía completamente en los casos en que las MCT habían sido tratadas con PTHrP (7-34), 
los inhibidores de NF-κB o ERK. En todos los casos se utilizaron los factores a las mismas 
concentraciones que las descritas en la Fig. 23. Los valores experimentales son la media ± 
EEM de al menos 3 experimentos independientes y en duplicado. ap<0,01 vs valor basal. 
*p<0,01 vs valor de migración del MC con y sin inhibidores. bp<0,01 vs valor de MC-PTHrP sin 
inhibidores (-). U.A. = Unidades arbitrarias 
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Además, y de acuerdo con las observaciones anteriormente 
mencionadas, el pretratamiento de las células MCT con PTHrP (7-34) o 
con inhibidores de ERK 1/2 o NFκB previno el efecto inducido por la PTHrP 
(1-36) sobre la migración de las células RAW 264.7 (Fig.24A).  
 
Observamos que cuando añadimos a los medios condicionados 
de las MCT tras estimularlas con PTHrP (1-36) un anticuerpo anti-MCP-1, 
se neutralizaba en parte su actividad quimiotáctica sobre las RAW 264.7 
(Fig. 24B). Esto indica que el MCP-1 inducido en las células MCT por la 
PTHrP (1-36) está implicado, al menos parcialmente, en la migración de 
estos macrófagos. Por otro lado, al añadir a los medios condicionados  
 
Fig. 24B. La PTHrP (1-36) induce la migracion de las células Raw 264.7 in vitro.  Los 
medios condicionados obtenidos del tratamiento con PTHrP (1-36) de las MCT, una vez 
recogido, se tratan con PTHrP (7-34) (1 µM), anticuerpo anti-MCP-1, antisuero C13 anti-
PTHrP que reconoce la región N-terminal de la PTHrP o antisuero C6 que reconoce la región 
C-terminal de la PTHrP (a 1:100 de dilución cada uno). Todos los tratamientos excepto con 
el anticuerpo C6, inhiben en parte la migración de las células RAW 264.7 inducida por el 
medio condicionado. Los valores experimentales son la media ± EEM de al menos 3 
experimentos independientes y en duplicado. ap<0,01 vs valor basal. *p<0,01 vs valor de MC. 
bp<0,01 vs  valor de  MC-PTHrP sin inhibidores (-). U.A. = Unidades arbitrarias 
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Fig.  25. Efecto directo de la PTHrP (1-36) sobre los macrófagos RAW 264.7. (A) En 
vez de utilizar medios condicionados procedentes de MCT, para estudiar la influencia directa 
de la PTHrP sobre la migración se usó medio de cultivo RPMI, sin suero, con diferentes 
concentraciones de PTHrP (1-36) (de 0,1 a 100 nM). Se observó que la migración de las células 
RAW 264.7 es dependiente de la dosis de PTHrP (1-36). En algunos casos junto con la PTHrP 
se añadió el antagonista PTHrP (7-34)(1μM)  o anticuerpo anti-MCP-1 (1:100) y en ambos casos 
se inhibió la migración inducida por PTHrP (1-36)(100nM). (B) Se sometió a las células 
RAW264.7 a un estimulo directo con PTHrP (1-36) y se observo una estimulación de la 
expresión de MCP-1 en estas células. Esta estimulación se inhibió con un pretratamineto con 
PTHrP (7-34)(1μM). Los valores experimentales son la media ± EEM de al menos tres 
experimentos experimentales en duplicado. ap<0,01 vs valor basal y  tratados con bloqueantes. 
U.A. = Unidades arbitrarias. 
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de las MCT, en las mismas condiciones anteriores, PTHrP (7-34) o un 
anticuerpo neutralizante que reconoce la región N-terminal de la PTHrP 
(C13) [el tratamiento con un anticuerpo que reconoce la región C-
terminal de la PTHrP (C6) no tuvo efecto] observamos que también se 
reducía su capacidad quimiotáctica (Fig. 24B). Este hallazgo sugiere 
que la PTHrP (1-36) podría estimular directamente la movilidad de los 
macrófagos. Para corroborar esta hipótesis, analizamos el efecto de la 
PTHrP (1-36) –añadida a medio libre de suero sin condicionar por las 
MCT-  sobre la migración de las células RAW 264.7. En estas condiciones, 
observamos un aumento de la migración de estas células inducida por 
la PTHrP (1-36) de forma dependiente de la dosis (Fig. 25A). Además, 
este péptido incrementa directamente  la expresión génica de MCP-1 
en las células RAW 264.7. Este aumento de migración inducido por la 
PTHrP (1-36) podría ser debido a una acción autocrina del MCP-1 en el 
macrófago, ya que cuando añadimos junto a la PTHrP (1-36) un 
anticuerpo anti-MCP-1 se inhibía dicha migración (Fig. 25 A). Además, 
tanto la sobreexpresión de MCP-1 como la migración de las células RAW 
264.7 inducidas por la PTHrP (1-36) se inhibió con el antagonista PTHrP (7-
34) (Fig. 25, A y B). 
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5. DISCUSIÓN 
 
La progresión del daño en la enfermedad renal crónica es un 
proceso caracterizado por la pérdida de nefronas y el desarrollo de 
fibrosis que conduce a la insuficiencia renal terminal [20;117]. Este 
fenómeno se caracteriza por una excesiva deposición de matriz 
extracelular, a menudo asociado con atrofia y dilatación tubular, 
llegando incluso a la pérdida de función renal [132;146]. El espacio 
túbulointersticial ocupa alrededor del 90% del volumen total del riñón, 
por lo que sus alteraciones patológicas tienen una repercusión 
funcional. Dentro de las diferentes etapas evolutivas de la fibrogénesis 
renal, la fase inflamatoria es la más temprana y condiciona la evolución 
de aquélla [132].  
 
En la última década, la PTHrP, debido a sus características como 
agente proliferativo en células renales en cultivo, se propuso 
inicialmente como una posible diana terapéutica para acelerar la 
regeneración tisular tras el fracaso renal agudo [13;44]. Sin embargo, 
estudios posteriores usando ratones transgénicos que sobreexpresan la 
PTHrP en el túbulo proximal, revelaron que esta proteína no ejercía una 
acción protectora tras la isquemia o el daño nefrotóxico [36]. Esta 
conclusión está apoyada por resultados obtenidos en varios modelos 
experimentales de daño renal [61;77]. Concretamente, estudios llevados 
a cabo en un modelo de  infusión de Ang II en rata demostraron que el 
aumento de PTHrP inducido por la Ang II a través del receptor AT1 se 
asocia con fibrosis; y el tratamiento con un bloqueante de este receptor 
inhibe la expresión de la PTHrP y reduce la fibrosis en el parénquima 
renal [77].  
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Por otro lado, cada vez existen más evidencias de la relación 
entre la PTHrP y el proceso inflamatorio. Así, recientemente se ha 
incluído a la PTHrP en el conjunto de citoquinas que se estimulan en la 
inflamación multiorgánica inducida por la artritis reumatoide [41]. 
Además, se ha demostrado la existencia de una interacción 
bidireccional entre la PTHrP y la IL-6 en células osteoblásticas y astrocitos 
humanos [42;51;52]. En áreas de inflamación de la placa 
ateroesclerótica, la mayor expresión de PTHrP -en la células del músculo 
liso y en los macrófagos- se correlaciona con la mayor severidad del 
daño [84;99;135]. Más relacionado con los resultados de la presente 
Tesis, recientemente nuestro grupo ha observado un incremento en el 
infiltrado de macrófagos del intersticio renal asociado a la 
sobreexpresión tubular de la PTHrP en ratones con nefrotoxicidad por 
ácido fólico [106]. Este hallazgo sugiere que en este modelo de fracaso 
renal agudo, la PTHrP podría promover la síntesis de factores 
quimiotácticos de macrófagos a través de mecanismos autocrinos y/o 
paracrinos en el túbulo renal [106].  
 
Para analizar el papel de la PTHrP como factor pro-inflamatorio 
renal, en esta Tesis doctoral decidimos utilizar el modelo experimental de 
OUU en ratones; un modelo caracterizado por el desarrollo de un 
proceso inflamatorio rápido en el riñón obstruído [20;34;104;141]. Así, la 
OUU induce una respuesta hemodinámica, seguida de 
vasoconstricción, la activación del SRA y una respuesta inflamatoria 
túbulointersticial [34]. Tanto la activación del NF-κB como de las MAPKs -
en concreto, ERK- están implicadas como mediadores intracelulares en 
estos procesos. Así, tras la OUU la Ang II generada es capaz de activar 
NF-κB el cual promueve la expresión de múltiples factores 
proinflamatorios (quimioquinas, citoquinas y moléculas de adhesión) 
[20;93].  
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Para caracterizar las acciones de la PTHrP en este modelo de 
inflamación renal, utilizamos varias aproximaciones experimentales. Por 
un lado, usamos ratones transgénicos que sobreexpresan la PTHrP de 
forma constitutiva en las células del tubúbulo proximal, para analizar las 
consecuencias de un exceso de PTHrP en el tejido renal inflamado tras 
la obstrucción del uréter. Por otro lado, utilizamos diferentes sistemas de 
bloqueo de la PTHrP: 1) anulando con la doxiciclina la sobreexpresión 
constitutiva de PTHrP en los animales transgénicos; 2) bloqueando su 
receptor PTH1R con el péptido PTHrP (7-34); 3) inhibiendo la expresión de 
PTHrP endógena a través del bloqueo del receptor AT1 de la Ang II.  
Además, llevamos a cabo estudios in vitro en células túbuloepiteliales 
renales y macrófagos de ratón. 
 
Como esperábamos, a tenor de los resultados publicados con 
anterioridad en varios modelos de fallo renal agudo [33;106], en este 
trabajo demostramos que la PTHrP se sobreexpresa en el riñón obstruído 
de ratón de forma dependiente de la  Ang II a través de un mecanismo 
mediado, al menos en parte, por su receptor AT1. Con respecto a la 
expresión de PTH1R, podemos decir que sus niveles no varían en el riñón 
obstruído de ratón, en contraste con observaciones previas en otros 
modelos de fracaso renal agudo por isquemia o nefrotoxinas donde se 
produce una disminución de los niveles de PTH1R concomitante al 
aumento de expresión de la PTHrP [36;72;106;107]. En este sentido, se ha 
descrito un aumento del PTH1R asociado a la sobreexpresión de PTHrP 
en un modelo de nefropatía diabética producida por estreptozotozina 
en ratones [61]. Aun no se conocen los mecanismos responsables de 
esta heterogeneidad en la expresión del PTH1R dependiendo del tipo 
de daño renal. Sin embargo, estudios recientes sugieren que la Ang II 
podría jugar un papel significativo en este aspecto. Así, se ha observado 
que la Ang II, a través de su receptor AT1, es capaz de desestabilizar el 
ARNm del PTH1R en la vasculatura renal en un modelo de hipertensión 
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espontánea en ratas. Este efecto parece específico de los vasos renales 
e independiente del incremento de la presión sanguínea en estos 
animales [145]. 
 
Como ya hemos mencionado, en un reciente estudio realizado en 
nuestro laboratorio utilizando un modelo de nefrotoxicidad inducida por 
ácido fólico, observamos un incremento del infiltrado de macrófagos en 
el intersticio renal en la fase de recuperación del daño, entre 1-3 
semanas tras la administración del nefrotóxico. El hecho de que este 
infiltrado fue significativamente mayor en los ratones PTHrP-TG sugiere 
que en el riñón dañado, la sobreexpresión de la PTHrP podría promover 
la síntesis de algún factor quimiotáctico de macrófagos a través de 
mecanismos autocrinos y/o paracrinos [106]. En este sentido, datos 
previos han demostrado un aumento de expresión de la PTHrP en 
macrófagos y en células de músculo liso vascular en lesiones 
ateroscleróticas humanas tras la aterectomía, relacionado con la 
severidad de la lesión [84;99].  
 
Tras la OUU, observamos un progresivo incremento en el número 
de macrófagos intersticiales, asociado al aumento de expresión renal 
de MCP-1 y de su receptor CCR2, tanto en los ratones controles como 
en los PTHrP-TG; siendo este aumento mayor en estos últimos. Esto 
concuerda con nuestros resultados obtenidos in vitro, que demuestran 
un efecto estimulador de la PTHrP (1-36) sobre la expresión de MCP-1 y 
CCR2 en células túbuloepiteliales renales. Además, tanto el infiltrado de 
linfocitos T como la expresión génica de IL-6 y RANTES fueron mayores en 
el riñón obstruído de ratón, sobre todo en los PTHrP-TG. Este hallazgo se 
corroboró con los resultados obtenidos en las células túbuloepiteliales  in 
vitro, según los cuales la PTHrP (1-36) indujo la expresión de ambas 
citoquinas. Estos datos en conjunto apoyan el papel de la PTHrP como 
factor proinflamatorio en el riñón dañado. 
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En consonancia con estudios previos [96], observamos un 
aumento de la expresión génica de ICAM-1 a los 2 días de la OUU en los 
ratones controles, que disminuyó hasta el día 6 del estudio. Sin embargo, 
en los ratones PTHrP-TG, esta molécula de adhesión permanece 
elevada en el riñón obstruído en el mismo período de tiempo. ICAM-1 es 
un tipo de molécula de adhesión intercelular que está presente a bajas 
concentraciones en la membrana de leucocitos y células endoteliales. 
Ciertas citoquinas estimuladoras [tales como interferón-γ, TNF-α o la IL-1], 
promueven la expresión de esta proteína en células epiteliales y 
mesangiales, así como en fibroblastos. ICAM-I juega un papel esencial 
en el reclutamiento de leucocitos al intersticio del riñón dañado [112]. 
Así, la sobreexpresión de ICAM-1 relacionada con los mayores niveles de 
PTHrP, junto al hecho de que la PTHrP es un modulador del tono y de la 
permeabilidad vascular [13;23;28;87;109], sugieren que esta proteína 
podría promover el paso de leucocitos circulantes al intersticio del riñón 
obstruído.  
 
Es un hecho conocido que el factor de transcripción NF-κB se 
activa en una gran variedad de lesiones renales [50]. La activación del 
NF-κB induce la expresión de citoquinas proinflamatorias (IL-6), 
quimioquinas (MCP-1, RANTES) y moléculas de adhesión (ICAM-1) 
mediadoras de la respuesta inflamatoria tras el daño renal 
[20;34;132;133]. Tras la OUU se ha descrito un aumento de activación del 
NF-κB asociado a la respuesta inflamatoria, y el bloqueo de su 
activación con inhibidores específicos reduce dicha respuesta [20;34]. 
Los resultados de la presente Tesis sugieren que la activación de este 
factor de transcripción está estrechamente relacionada con la PTHrP, 
puesto que los niveles de activación del NF-κB eran superiores en los 
animales PTHrP-TG con respecto a los animales controles tras la OUU. 
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Además, hemos observado que la PTHrP (1-36) es capaz de activar NF-
κB en las células MCT in vitro. 
 
En situación basal, encontramos una mayor expresión de MCP-1, 
CCR2, RANTES e IL-6, aunque no de actividad del NF-κB, en los riñones 
de los ratones PTHrP-TG en comparación con los animales controles. Sin 
embargo, como se ha comentado anteriormente en esta Tesis, no se 
observan diferencias fenotípicas basales entre ambos tipos de animales. 
Estos hallazgos sugieren, por un lado, que la sobreexpresión basal de los 
factores anteriormente mencionados debe estar regulada por 
mecanismos independientes del NF-κB, que podrían implicar al AP-1 
[140]. Por otro lado, se puede hipotetizar la existencia de algún 
mecanismo represor de la respuesta inflamatoria en los animales PTHrP-
TG en situación no patológica. Dicho sistema podría ser sobrepasado en 
situación de daño obstructivo, y así desencadenarse la respuesta 
inflamatoria. El hecho de que esta respuesta inflamatoria sea mayor en 
los animales PTHrP-TG podría ser debido, en parte, a los mayores niveles 
basales de varios factores proinflamatorios respecto a los de los ratones 
controles.  
 
Para ratificar que los cambios observados en el riñón obstruído de 
los ratones PTHrP-TG eran debidos a la sobreexpresión constitutiva de la 
PTHrP, utilizamos varias estrategias experimentales. Por un lado, tratamos 
a estos animales una semana previa y durante la obstrucción con 
doxiciclina suministrada en el agua de bebida. En trabajos previos, se 
demostró la efectividad de este tratamiento para anular la 
sobreexpresión de PTHrP en los animales PTHrP-TG [68;106]. Observamos 
que el tratamiento con el antibiótico redujo la sobreexpresión de la 
PTHrP en estos animales a los niveles de los ratones controles. Esta 
reducción se acompañó de una normalización de los niveles de 
activación del NF-κB, relacionada a su vez con la bajada hasta niveles  
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de animales controles de la expresión de CCR2, RANTES e ICAM-1 en el 
riñón obstruído. Estos resultados indican una relación directa entre la 
PTHrP y diversas citoquinas pro-inflamatorias en este modelo 
experimental.  
 
Otra estrategia utilizada en el mismo sentido fue examinar el 
efecto del bloqueo de la PTHrP en ratones controles sometidos a 4 días 
de obstrucción, tiempo durante el que observamos una sobreexpresión 
endógena de la PTHrP. Para ello, utilizamos un inhibidor competitivo del 
PTH1R, la PTHrP (7-34), que se une a este receptor pero no desencadena 
respuesta [86;87;129]. Encontramos que el pretratamiento con la PTHrP 
(7-34) indujo una reducción significativa del número de macrófagos y 
de linfocitos T en el intersticio renal, asociada a la disminución de los 
niveles renales de MCP-1 y RANTES. Este efecto lo corroboramos en las 
células MCT in vitro, en las que el antagonista PTHrP (7-34) inhibió el 
efecto estimulador de la PTHrP(1-36) sobre la expresión de ambas 
quimioquinas. Además, observamos que la  presencia de PTHrP (7-34) en 
los medios condicionados por las células MCT estimulados con PTHrP (1-
36) inhibió la migración de macrófagos.  También observamos que la 
PTHrP (7-34) inhibió el efecto directo de la PTHrP (1-36) sobre la migración 
de estas células. Estos hallazgos apoyan firmemente la hipótesis de que 
la PTHrP endógena sobreexpresada tras el daño obstructivo actúa 
como un factor proinflamatorio en el riñón dañado.  
 
Actualmente, está bien establecido que la activación del SRA 
juega un papel importante en la nefropatía obstructiva, como promotor 
de la síntesis de factores de crecimiento y citoquinas que contribuyen al 
daño renal [20;34;92;96;122]. Recientemente, se ha podido observar que 
en ratas sometidas a un modelo experimental de daño renal agudo 
inducido por nefrotóxico, el losartán, un antagonista del receptor AT1 de 
la Ang II, suprimió la sobreexpresión de PTHrP en el riñón dañado [107]. 
En este trabajo de Tesis, utilizando este antagonista de la Ang II como 
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estrategia alternativa de supresión farmacológica de la PTHrP renal, 
observamos un efecto similar en el riñón obstruído de ratón. Además, 
este inhibidor fue capaz de reducir tanto el infiltrado de macrófagos 
como de los niveles proteicos de MCP-1 aumentados en esta situación, 
en consonancia con datos previos [34]. Sin embargo, encontramos que 
este tratamiento fue menos eficaz para inhibir la respuesta inflamatoria 
en los ratones PTHrP-TG. Puesto que la sobreexpresión de PTHrP en los 
animales transgénicos es constitutiva, y por tanto independiente de la 
Ang II, estos datos apoyan el que la PTHrP podría mediar al menos 
algunas de las acciones proinflamatorias de la Ang II en el riñón 
obstruído.   
  
Como ya hemos comentado, la activación del NF-κB se considera 
clave para desencadenar la respuesta inflamatoria renal, lo que explica 
la eficacia de los inhibidores de este factor para detener la progresión 
del daño renal en varias situaciones experimentales [34;49;50;73;97;123]. 
En nuestro modelo obstructivo, encontramos una asociación entre los 
niveles renales de PTHrP y la actividad del NF-κB, acorde con los 
cambios de varios factores dependientes de este factor.  En esta Tesis, 
nos planteamos estudiar los mecanismos implicados en esta asociación 
entre la PTHrP y la activación del NF-κB in vitro en las células 
túbuloepiteliales MCT.  En estas células, encontramos que la PTHrP (1-36) 
fue capaz de inducir de forma rápida la unión del complejo NF-κB al 
ADN, así como la translocación nuclear de la subunidad p65, un 
componente clave de la actividad de este complejo. Además, el 
pretratamiento de las células MCT con diferentes inhibidores del NF-κB 
inhibió la expresión de MCP-1, RANTES, IL-6 y CCR2 inducida por  la PTHrP 
(1-36). Estos resultados indican el papel esencial de este factor de 
transcripción en los mecanismos por los que la PTHrP induce la expresión 
de los factores citados en las células túbuloepiteliales.  
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En la presente Tesis, encontramos también que un inhibidor de ERK 
abolió la activación del NF-κB y la sobreexpresión de los factores 
proinflamatorios estudiados, inducidas por la PTHrP (1-36) en estas 
células. Este hecho apoya la hipótesis de que la activación de ERK es un 
paso importante en las vías de activación de NF-κB que conducen a la 
inflamación [62;118]. Además, el efecto del medio condicionado por las 
MCT tras el tratamiento con PTHrP (1-36) sobre la migración de 
macrófagos se inhibió cuando las MCT eran pretratadas con inhibidores 
de la activación de NF-κB y ERK. Estos datos en conjunto indican el 
importante papel que juegan tanto ERK como NF-κB como mediadores 
de los efectos proinflamatorios inducidos por la PTHrP en el riñón 
obstruído (Fig. 26).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 26. Relación entre la Ang II y la PTHrP en la regulación de la expresión 
de genes proinflamatorios en las células túbuloepiteliales renales. 
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Un estudio previo ha demostrado, mediante inmunotinción, que la 
PTHrP y MCP-1 se colocalizan en los macrófagos de la placa de 
ateroma [84]. Este hecho sugiere una posible interacción directa entre 
la PTHrP y la producción del MCP-1 en este tipo celular. En la presente 
Tesis, para corroborar esta hipótesis utilizamos la línea de 
monocito/macrófago RAW 264.7. Observamos que la PTHrP (1-36) 
estimuló tanto la producción de MCP-1 como la migración celular en 
estas células. Además, nuestros resultados sugieren que ambos efectos 
se producen a través de la interacción de la PTHrP con su receptor 
PTH1R, ya que se inhibieron tras el pretratamiento con PTHrP (7-34).  
 
En resumen, los estudios de la presente Tesis demuestran el 
importante papel de la PTHrP en el proceso inflamatorio 
desencadenado tras la obstrucción renal en un modelo de ratón. 
Nuestros hallazgos indican que la PTHrP incrementa el infiltrado de 
células leucocitarias al intersticio renal a través de la sobreexpresión de 
diversos factores proinflamatorios, tanto en las células túbuloepiteliales 
como actuando directamente sobre los macrófagos. Considerando 
que la PTHrP es un relajante vascular,  es razonable especular que sus 
efectos sobre la hemodinámica y permeabilidad vascular en el riñón 
podrían amplificar la respuesta inflamatoria. Teniendo en cuenta la 
relación entre la inflamación y la fibrogénesis renal [20;115;117;132], 
nuestros hallazgos aportan nuevos datos para comprender los 
mecanismos responsables del daño renal obstructivo; y sitúan a la PTHrP 
como posible marcador de daño y potencial diana terapéutica en esta 
patología.  
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6. CONCLUSIONES 
 
A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral, 
hemos extraído las siguientes conclusiones: 
 
1. La PTHrP se sobreexpresa de forma temprana en la fase inflamatoria 
de la nefropatía obstructiva en ratones. 
 
2. La sobreexpresión de la PTHrP en esta situación experimental se 
correlaciona con el infiltrado leucocitario y la producción de factores 
proinflamatorios en el riñón obstruído. 
 
3. El bloqueo de la sobreexpresión de la PTHrP se traduce en un 
descenso de la respuesta inflamatoria en el riñón obstruído.  
 
4. La PTHrP parece actuar como mediadora, al menos en parte, de las 
acciones proinflamatorias de la Ang II en el riñón obstruído. 
 
5. La activación del NF-κB y de MAPKs (pERK 1/2) son mediadores 
intracelulares de la respuesta inflamatoria inducida por la PTHrP en las 
células túbuloepiteliales y en los macrófagos, posiblemente a través 
del PTH1R.  
 
 
 
 
Nuestros resultados apoyan el importante papel de la PTHrP 
en los mecanismos asociados al proceso inflamatorio 
desencadenado en la nefropatía obstructiva. La PTHrP podría 
así vislumbrarse como un posible nuevo marcador de daño 
y/o diana terapéutica en esta patología. 
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8. ANEXOS  
 
 
I. Congresos internacionales 
 
 
- Autores: D Rámila, JA Ardura, P Esbrit 
Título: Parathyroid hormone-related protein promotes inflammation 
through extracellular-related protein kinases and NF-κB activation  
Tipo de participación: Póster 
Congreso: XLIV Congreso de la ERA-EDTA (European Renal Association 
European Diálisis and Transplantation.  
Lugar de celebración: Barcelona, España                                            
Fecha: Junio 2007 
 
-Autores: D Rámila, JA Ardura,  P Esbrit  
Título: Parathyroid hormone-related protein (PTHrP): a new 
proinflammatory factor in renal disease 
Tipo de participación: Oral 
Congreso: XLIII Congreso de la ERA-EDTA (European Renal Association-
European Diálisis and Transplantation)  
Lugar de celebración: Glasgow, Reino Unido                                            
Fecha: Julio 2006 
 
-Autores: D Rámila, A Ortega, JA Ardura, F Strutz, RJ Bosch,  P Esbrit 
Título: Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) as a 
proinflammatory/profibrotic cytokine in obstructive nephropathy 
Tipo de participación: Póster 
Congreso: XLII Congreso de la ERA-EDTA (European Renal Association-
European Diálisis and Transplantation) 
Publicación: Nephrology Dialysis Transplantation (NDT) Suplemento Junio; 
20 (6): 1025 – 1285, 2005. 
Lugar de celebración: Estambul, Turkía                                            
Fecha: Junio 2005 
 
- Autores: M Romero, A Ortega, A Izquierdo, D Rámila, ME Fernández, J 
Bover, P Esbrit, RJ Bosch 
Título: Parathyroid Hormone related protein (PTHrP) induces hypertrophy 
and production of extracellular matrix proteins in podocytes.  
Implications for Diabetic Nephropathy. 
Tipo de participación: Póster 
Congreso: XLIII ERA-EDTA Congress 
Publicación: NDT 21 (supl. 4): SP111 
Lugar de celebración: Glasgow, United kingdom                                            
Fecha: Julio 2006 
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- Autores: JA Ardura, R Berruguete, D Rámila, MV Álvarez-Arroyo, P Esbrit 
Título: Role of vascular endothelial growth factor and its receptors as 
mediators of various profibrogenic actions of parathyroid hormone-
related protein in the kidney 
Tipo de participación: Póster y oral 
Congreso: XXXIV Congreso internacional de la ECTS (34th European 
Symposium on Calcified Tissues)  
Lugar de celebración: Copenhague, Dinamarca                                   
Fecha: Mayo 2007 
 
-Autores: JA Ardura, D Rámila, R Berruguete, MV Álvarez-Arroyo, P Esbrit 
Título: The N-terminal fragment of parathyroid hormone-related protein 
induces epithelial-mesenchymal transition by transactivation of the 
epidermal growth factor receptor 
Tipo de participación: Póster 
Congreso: XXXIV Congreso internacional de la ECTS (34th European 
Symposium on Calcified Tissues)   
Lugar de celebración: Copenhague, Dinamarca                                   
Fecha: Mayo 2007 
 
- Autores: JA Ardura, D Rámila, R Berruguete, MV Alvarez-Arroyo, P Esbrit 
Título: Parathyroid hormone-related protein interacts with transforming 
growth factor β, epidermal growth factor and vascular endothelial 
growth factor in epithelial-mesenchymal transition 
Tipo de participación: Póster 
Congreso: XLIII Congreso Internacional de la ERA-EDTA (European Renal 
Association-European Diálisis and Transplant) 
Publicación: Nephrology Dialysis Transplantation (NDT) Suplemento Julio; 
21 (7): 1749 – 2046, 2006 
Lugar de celebración: Glasgow, Reino Unido                                            
Fecha: Julio 2006 
 
-Autores: JA Ardura, A Ortega, D Rámila, F Strutz, P Esbrit  
Título: Parathyroid hormone-related protein (PTHrP): a new renal cytokine 
inducing epithelial-mesenchymal transition  
Tipo de participación: Póster 
Congreso: XLII ERA-EDTA (European Renal Association-European Diálisis 
and Transplant) 
Publicación: Nephrology Dialysis Transplantation (NDT) Suplemento Junio; 
20 (6): 1025 – 1285, 2005. 
Lugar de celebración: Estambul, Turkia  
Fecha: Junio 2005 
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-Autores: A Ortega, D Ramila, JA Ardura, Pedro Esbrit 
Título: Role of angiotensin II on the parathyroid hormone-related protein 
(PTHrP) overexpression after folic acid-induced injury in tubuloepithelial 
cells 
Tipo de participación: Póster 
Congreso: XLI ERA-EDTA (European Renal Association-European Diálisis 
and Transplant) 
Lugar de celebración: Lisboa, Portugal 
Fecha: Mayo 2004 
 
-Autores: D Ramila, A Ortega, JA Ardura, V Esteban, A Barat, M Ruiz-
Ortega, P Esbrit 
Título: Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) as a fibrogenesis-
promoting factor in folic acid-induced acute renal failure 
Tipo de participación: Póster 
Congreso: XLI ERA-EDTA (European Renal Association-European Diálisis 
and Transplant) 
Lugar de celebración: Lisboa, Portugal 
Fecha: Mayo 2004 
 
-Autores: D Rámila, A Ortega, F Mata, P Esbrit  
Título: Parathyroid hormone-related protein as a survival factor in 
experimental acute renal failure 
Tipo de participación: Oral 
Congreso: ISN-ERA/EDTA World Congress of Nefrology. Satellite 
symposium on ARF  
Lugar de celebración: Gante, Bélgica 
Fecha: Junio, 2003 
 
-Autores: A Ortega, D Rámila, A Izquierdo, RJ Bosch, R Gazapo, P Esbrit. 
Título: Relationship between the renin-angiotensin system and 
parathyroid hormone-related protein in an experimental model of acute 
renal failure 
Tipo de participación: Oral 
Congreso: ISN-ERA/EDTA World Congress of Nefrology. Satellite 
symposium on ARF  
Lugar de celebración: Gante, Bélgica 
Fecha: Junio, 2003 
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II. Premios 
 
Premio a la Investigación Básica de la XVIII Edición de Premios de la 
Fundación Renal Iñigo Alvarez de Toledo (2006) 
 
Título: “La proteina relacionada con la parathormona (PTHrP): Una 
nueva citoquina proinflamatoria y profibrogénica en la patología renal”. 
 
 
 
III. Publicaciones:  
 
Kidney Internacional en revisión 
 
Parathyroid Hormone-Related Protein Promotes Inflammation in 
the Mouse Obstructed Kidney  
David Rámila1, Juan Antonio Ardura1, Vanesa Esteban2, Arantxa Ortega3, Marta Ruiz-
Ortega2, Ricardo J Bosch3, and Pedro Esbrit1,*. 
1Bone and Mineral Metabolism Laboratory and 2Vascular and Renal Laboratory, 
Fundación Jiménez Díaz (Capio Group) and Universidad Autónoma de Madrid; 
3Laboratory of Renal Physiology and Experimental Nephrology, Department of 
Physiology, Alcalá University, Alcalá de Henares, Spain. 
 
Short title: PTHrP and Inflammation in the Mouse Obstructed Kidney 
 
 Recent evidence suggests that parathyroid hormone-related protein (PTHrP) 
can promote fibrogenesis in the acutely damaged kidney. Considering the relation 
between fibrosis and inflammation, we assessed whether renal overexpression of this 
protein would affect the inflammatory response following unilateral ureteral obstruction 
(UUO) in mice. Transgenic mice overexpressing PTHrP (PTHrP-TG) in the proximal tubule 
had greater renal tubulointerstitial damage, leukocyte influx, and expression of several 
pro-inflammatory factors than their control littermates after UUO. Reversal of PTHrP 
overexpression in PTHrP-TG mice, or the antagonist PTHrP (7-34) in control mice, 
decreased the inflammatory response to UUO. Losartan, which abolished UUO-induced 
PTHrP overexpression, also decreased the latter response in both types of mice but less 
efficiently in PTHrP-TG mice. PTHrP (1-36) induced NFκ-B activation and overexpression of 
various pro-inflammatory cytokines in mouse tubuloepithelial MCT cells. This peptide 
also increased mouse monocyte/macrophage Raw 264.7 cells’ migration, partly 
A
ne
xo
s
 
 121
through inducing MCP-1 secretion by MCT cells. These in vitro effects were dramatically 
decreased by both NFκ-B and extracellular signal-related kinase (ERK) inhibitors. Our 
findings demonstrate the critical role of PTHrP on the inflammatory process following 
kidney obstruction in mice. In vitro data also indicate that ERK-mediated NF-κB 
activation seems to be an important mechanism whereby PTHrP may trigger renal 
inflammation. PTHrP is thus emerging as a new inflammation marker and a putative 
therapeutic target in the obstructed kidney.  
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III. Capítulos de Libros: 
 
 
 
 
 
 
Novel Aspects of PTHrP Physiopathology 
 
 
Editors: Claudio Luparello ( Dipartmento di Biologia Celluare e dello Sviluppo, Palermo, 
Italy) 
 
Book Description: 
The idea of this book is to attempt to provide an appropriate ground for the discussion 
of modern PTHrP-related issues, and for the consideration of attentive speculation and 
comments on current work. It is designed to intersect all the usual lines of disciplines, 
providing a site for presenting pertinent investigations and for discussing critical 
questions relevant to the entire field, thus seeking to develop a new focus and new 
perspectives for all those concerned with PTHrP and its pathobiology. 
 
Table of Contents:  
1. Parathyroid Hormone-Related Protein (PTHrP): An Ancient String of Cytokines with 
Many Known and Still Unknown Functions (James F. Whitfield (Inst. for Biological 
Sciences, National Research Council of Canada, ON, Canada)  
 
2. Parathyroid Hormone and Related Peptides in Fish: From Sequence to Function 
(Adelino V.M. Canário; Juan Fuentes; Pedro M. Guerreiro and Deborah M. Power 
(Centre of Marine Sciences, Univ. of Algarve, Faro, Portugal)  
 
3. PTHrP Function in the Skin: Probing Beneath the Surface.  
(John Foley; A. Godwin Diamond; Ryan M. Gonterman; Carlos D. Offutt and Yong-Mee 
Cho, Indiana Univ,. School of Medicine, IN)  
 
4. Novel Aspects of PTHrP in Lung Biology and Pathobiology (John S. Torday and 
Virender K. Rehan, The Los Angeles Biomedical Research Inst. at Harbor-UCLA Med. 
Center, CA, USA)  
 
5. Role of PTHrP in Renal Pathophysiology (Pedro Esbrit; David Ramilai and Juan 
Antonio Ardura, Bone and Mineral Metabolism Laboratory, Fundación Jiménez 
Díaz, Madrid); et al.  
 
6. Effects of Temporal changes in PTHrP and Ihh Expressions on Bone Growth, Studied by 
a Theoretical Model(C.C. van Donkelaar, Eindhoven Univ. of Technology, The 
Netherlands)  
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 7. PTHRP/PTH1R: A Complex Crosstalk Among Different Signaling Pathways. (Maioli 
Emanuela; Fortino Vittoria and Torricelli Claudia  
Univ. of Siena, Italy)  
 
8. PTHrP and the Inflammatory Response (Janet L. Funk, Univ. of Arizona, AZ)  
 
9. Molecular Signaling of PTHrP in Tumor (Majed S. Alokail, College of Science #5, King 
Saud Univ., Kingdom of Saudi Arabia)  
 
10. Mechanisms Involved in the Regulation of PTHrP Expression (Jürgen Dittmer, Univ. of 
Halle,(Saale)Germany)  
 
11. Novel molecular interactions of parathyroid hormone-related protein in cancer 
(John J. Grzesiak and Michael Bouvet, Veterans Affairs San Diego Healthcare System, 
Dept. of Surgery); Randolph H. Hastings; Douglas W. Burton and Leonard J. Deftos, Univ. 
of California, CA)  
 
12. Genomewide Hypomethylation and PTHrP Gene Hypermethylation as a Model for 
the Prediction of Cancer risk in Rheumatoid Arthritis(Fabio Caradonna; Giusi Barbata 
and Giulia Sciandrello, Dipartimento di Biologia Cellulare e dello Sviluppo, Università di 
Palermo, Italy)  
 
13. Aspects of the Cytotoxic Activity of PTHrP [38-94]-Amide On Human Breast Cancer 
Cells (Rosalia Sirchia, Arianna Gullo and Claudio Luparello, Dipartimento di Biologia 
Cellulare e dello Sviluppo, Università di Palermo, Italy) 
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